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其 中 ， 原 《光谱 分 析 》 拆 分 为 《原子 光谱 分 析 》 和 《分 子 光 谱 分 析 》;《 核 磁 共振 波 























谱 分 析 》 拆 分 为 《 氨 -1 核磁 共振 波谱 分 析 》 和 《 碳 -13 核磁 共振 波谱 分 析 》;《 质谱 分 析 》 


















































新 增加 了 无 机 质谱 分 析 的 内 容 ， 拆 分 为 《有 机 质谱 分 析 》 和 《无 机 质谱 分 析 》， 并 对 仪器 


结构 及 方法 原理 进行 了 全 面 的 更 新 。 另 外 ,《 热 分 析 》 增 加 了 量 热学 方面 的 内 容 ， 分 册 名 
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本 版 修订 秉承 的 宗旨 : 一 、 保 持 手 册 一 贯 的 权威 性 和 典型 性 ,体现 预见 性 和 前 瞻 性 ， 
阅 功 能 ， 同 时 注重 对 分 析 方 法 和 技术 的 介 























突出 新 疾 性 和 实用 性 ， 二 、 继 承 手册 的 数据 查 


















































绍 ; 三 、 着 重 收录 了 基础 性 理论 和 发 展 较 成 熟 
容 ， 更 新 有 关 数 据 ， 增 补 各 领域 近 十 年 来 的 新 
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1 除 已 废弃 的 或 过 时 的 内 























种 分 析 技 术 联 用 、 分 析 技 术 在 生命 科学 中 的 应 
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方法 、 新 成 果 ， 特 别 是 计算 机 的 应 用 、 多 


四 、 在 编排 方式 上 ， 突 

















出 手册 的 可 查阅 性 ， 各 分 册 均 编排 主题 词 索引 














， 与 目录 相互 补充 ， 对 于 数据 表格 、 图 谱 
比较 多 的 分 册 ， 增 加 表 索 引 和 谱 图 索引 ， 部 分 分 册 增 设 了 符号 与 缩 略 语 对 照 。 













































































手册 第 三 版 获得 了 国家 出 版 基金 项 目的 支持 ， 编 写 与 修订 工作 得 到 了 我 国 分 析 化 学 



































同仁 的 大 力 支持 ， 全 套 书 的 修订 出 版 凝聚 了 他 们 大 量 的 心血 和 期 望 ， 在 此 说 向 他 们 ， 














江 测 





























及 在 编写 过 程 中 曾 给 予 我 们 热情 支持 与 帮助 的 有 关 院 校 、 科 研 院 所 及 厂矿 企业 的 专家 




















和 同行 ， 致 以 诚挚 的 谢意 。 同 时 我 们 也 真诚 期 契 








广大 读者 的 热情 关注 和 批评 指正 。 


《 分 析 化 学 手册 》( 第 三 版 ) 编 委 会 


2016 年 4 月 
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月 1 





本 分 肌 上 自 1984 年 问世 至 今 己 有 30 余年 ,第 二 版 2000 年 出 书 距 今 也 有 10 余年 的 时 间 了 。 
这 期 间 ， 高 效 液 相 色谱 得 到 了 长 足 的 进步 ， 尤 其 在 仪器 性 能 和 色谱 分 离 介质 等 方面 得 到 了 更 
大 的 发 展 ， 目 前 已 经 成 为 儿 乎 被 应 用 于 所 有 科研 、 生 产 、 生 活 领 域 的 经 典 工 具 。 

任何 一 门 科 学 的 发 展 离 不 开 其 所 处 的 时 代 背 景 和 社会 需求 ， 分 离 科 学 的 发 展 也 不 例外 。 
随 着 材料 科学 、 环 境 科 学 的 发 展 ， 具 有 特殊 结构 高 分 离 效能 或 者 高 选择 性 的 新 型 固定 相 被 研 
究 与 开发 ， 新 型 样品 预 处 理 技术 的 发 展 ， 极 大 地 丰富 了 高 效 液 相 色谱 的 研究 手段 。 本 次 再 版 
的 目的 既 希 望 尽 可 能 反映 液 相 色谱 的 最 新 研究 成 果 和 进展 ， 同时 基于 《分 析 化 学 手册 》( 以 下 
简称 《手册 》) 作为 案头 书 的 属性 ， 也 将 对 液 相 色 谱 的 基本 原理 、 基 本 方法 进行 系统 地 梳理 ， 
以 使 读者 可 以 更 便捷 地 查阅 和 使 用 。 与 前 一 版 相 比 ， 本 书 结构 上 没有 做 太 大 的 调整 ， 这 对 于 
已 经 习惯 于 将 本 《手册 》 作 为 工具 书 的 读者 非常 有 利 。 然 而 ， 本 次 修订 在 内 容 上 做 了 较 大 幅 
度 的 修改 和 增补 ， 删 除了 一 些 过 时 的 内 容 ， 也 更 多 地 补充 了 一 些 实 用 的 、 新 的 知识 ， 以 保证 
《手册 》 作 为 工具 书 的 权威 性 。 

值得 一 提 的 是 ， 本 书 在 色谱 固定 相 、 分 离 模式 方面 ， 以 及 对 于 谱 图 库 的 架构 做 了 较 大 
度 的 补充 和 完善 。 尽 管 液 相 色 谱 可 以 通过 流动 相 体系 的 改变 来 便捷 地 调节 分 离 选择 性 ， 然 而 
随 着 材料 科学 的 发 展 迅 速 ， 尤 其 是 近年 来 纳米 技术 的 发 展 ， 带 动 了 新 型 固定 相 和 分 离 介质 的 
快速 发 展 。 随 着 新 型 回 定 相 的 不 断 间 世 ， 液 相 色 谱 不 仅 在 分 离 模式 的 选择 方面 增加 了 发 展 的 
空间 ， 在 同一 个 分 离 模式 下 ， 也 有 更 多 的 对 选择 性 细微 差别 的 固定 相 可 供 选择 。 

互联 网 时 代 的 进步 , 对 于 所 有 学 科 的 知识 获取 都 带 来 了 巨大 的 冲击 , 液 相 色谱 也 不 例外 。 
在 本 书 的 前 两 版 中 , 第 二 篇 的 谱 图 库 部 分 主要 来 源 于 发 表 的 纸 质 版 杂志 、 会 议 文 集 等 。 例 如， 
第 二 版 中 , 为 了 完成 下 篇 的 谱 图 库 部 分 ， 当初 共 收 集 了 6000 余 张 纸 质 版 谱 图 ， 并 从 中 筛选 出 
近 干 张 编辑 成 朋 。 本 次 修改 中 ， 这 部 分 谱 图 大 多 来 源 于 互联 网 ， 尤 其 是 国际 上 比较 大 的 仪器 
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经 典 的 平面 色谱 、 毛 细 管 电 色谱 等 内 容 ， 这 主要 是 出 于 对 于 其 应 用 范围 、 方 法 的 稳定 性 和 普 
适 性 的 考虑 。 
本 书 的 编者 中 部 分 为 前 一 版 的 作者 ， 对 于 手册 内 容 的 整体 延续 性 极为 有 利 ， 同 时 也 邀请 
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第 一 扁 
液 相 色 谐 广 法 


第 一 章 “” 液 相 色 谐 基础 


第 一 闻 概 述 

色谱 学 作为 最 强 的 现代 分 离 分 析 手 段 ， 已 经 走 过 百 年 历史 。 尤 其 是 近 30 年 来 ， 不 仅 原 
有 的 气相 色谱 、 液 相 色 谱 、 薄 层 色 谱 、 凝 股 滩 透 色谱 和 纸 色谱 等 色谱 学 分 支 得 到 了 较 大 的 发 
展 ， 而 且 毛 细 管 电泳 、 毛 细 管 电 色谱 、 道 流 色 谱 等 新 型 色谱 分 离 模 式 也 不 断 间 世 ， 标 志 着 这 

古老 又 新 型 的 学 科 有 着 强大 生命 力 和 重要 的 应 用 价值 。 

色谱 法 的 发 展 得 益 于 微 电 子 、 微 加 工 等 现代 科学 技术 的 发 展 ， 以 及 石油 化 工 、 有 机 合 
成 、 生 理 生 化 、 医 药 卫 生 ， 乃 至 空间 探索 等 诸多 领域 的 应 用 需求 。 色 谱 - 质 谱 联 用 、 色 谱 - 
红外 光谱 联 用 、 多 维 色 谱 技 术 等 各 种 联 用 技术 的 出 现 , 更 开辟 了 复杂 混合 物 分 析 检 测 的 新 
天 地 。 目前, 色谱 法 已 经 成 为 人 们 认识 客观 世界 必 不 可 少 的 工具 ， 并 在 不 断 丰 富 、 提 高 和 
发 展 。 

一 、 液 相 色 谱 发 展 简 史 

早 在 1903 年 ， 俄 国 植物 学 家 TSweett 发 表 了 -篇 是 为 “一 种 新 型 吸附 现象 及 其 在 生化 
分 析 上 的 应 用 ”的 论文 ， 提 出 了 应 用 吸附 原理 分 离 植物 色素 的 新 方法 ， 并 被 其 命名 为 色谱 法 
(chromatography)， 这 一 工作 标志 着 现代 色谱 学 的 开始 。Tsweet 将 碳酸 钙 装 入 竖立 的 玻璃 管 
中 ， 并 从 顶端 倒 入 植物 色素 的 石油 醋 漫 取 液 ， 进 一 步 采用 溶剂 冲洗 ， 溶 质 在 柱 的 不 同 部 位 形 
成 色 带 ， 第 一 次 向 人 们 公开 展示 了 采用 色谱 法 提纯 的 植物 色素 溶液 以 及 色谱 图 一 一 显示 着 彩 
色 环 带 的 柱 管 。 

20 多 年 后 ，Kuhn 等 外 为 了 证 实 蛋 黄 内 的 叶 黄 素 系 植物 叶 黄 素 与 玉米 黄 质 的 混合 物 ， 参 
考 Tsweet 的 方法 ， 以 粉碎 的 碳酸 钙 装 填 色 谱 柱 ， 成 功 地 从 和 蛋黄 中 分 离 出 植物 叶 黄 素 。 这 一 工 
作 的 意义 不 仅仅 在 于 证 明了 蛋黄 内 叶 黄 素 是 氧化 类 胡萝卜 素 的 混合 物 ， 更 重要 的 是 证 实 了 色 
谱 法 可 以 用 于 制备 分 离 。 此 后 ， 色 谱 分 离 方法 逐步 为 人 们 所 认识 ， 并 被 应 用 于 不 同 物质 的 分 
离 研究 。 

1941 年 ，Martin 等 所 采用 水 饱和 的 硅胶 颗粒 为 固定 相 ， 以 含有 乙醇 的 氯仿 溶液 为 流动 相 
分 离 乙 酰基 氮 基 酸 的 工作 是 分 配色 谱 的 首次 应 用 。 他 们 也 在 总 结 其 研究 成 果 的 基础 上 提出 了 
著名 的 色谱 塔 板 理论 ， 为 从 理论 上 诠释 色谱 过 程 黄 定 了 基础 。 

最 初 的 液 相 色谱 柱 多 采用 碳酸 钙 、 硅 胶 、 氧 化 铝 等 填充 的 玻璃 柱 管 ， 流 动 相 加 在 柱 管 上 
端 ， 靠 重力 作用 向 下 迁移 ， 而 对 分 离 组 分 的 检测 则 依靠 肉眼 的 观察 或 将 吸附 剂 从 柱 管 中 取 出 
后 进一步 分 析 。20 世纪 60 年 代 ， 随 着 气相 色谱 相关 知识 的 积累 ， 人 们 将 在 气相 色谱 中 获得 
的 系统 理论 与 实践 经 验 应 用 于 液 相 色谱 研究 ， 研 制 成 功 了 细 粒 度 高 效 填充 色谱 柱 ， 极 大 地 提 
高 了 液 相 色 谱 的 分 离 效 能 ， 也 标志 着 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 时 代 的 开始 。 采 用 高 压 硝 输送 
流动 相 替 代 重 力 驱 动 ， 不 仅 使 柱 效 率 更 高 ， 也 极 大 地 加 快 了 液 相 色 谱 的 分 析 速 度 。 液 相 色谱 
与 光学 检测 技术 的 结合 更 使 得 同时 完成 分 离 分 析 任 务 成 为 可 能 。 
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稳定 高 效 的 色谱 柱 是 建立 适用 范围 广 、 重 现 性 理想 的 分 离 分 析 方 法 的 基础 , 其 作为 HPLC 
分 离 过 程 的 核心 ， 在 过 去 30 年 中 ， 色 谱 固 定 相 的 发 展 主要 经 历 了 以 下 几 个 阶段 : 20 世纪 
60 年 代 ， 薄 壳 型 填料 被 引入 HPLC,， 结合 低 流速 往复 泵 和 在 线 检测 器 ,使 得 分 离 效 率 提 高 
了 一 个 数量 级 ; 70 年 代 ， 稳 定 化 学 键 合 硅胶 代替 传统 的 液 液 色谱 固定 相 ， 同 时 10hm 以 
下 微 球 固 定 相 高 压 匀 浆 填充 技术 的 发 展 , 极 大 地 促进 了 HPLC 方法 的 广泛 应 用 , 使 其 成 为 
高 速 、 高 效 分 离 分 析 的 最 主要 手段 ，80 年代， 生物 色谱 填料 的 开发 为 HPLC 在 生命 科学 
研究 领域 的 地 位 奠定 了 坚实 基础 ， 随 着 90 年 代 生 物 医 药 研 究 与 开发 的 迅猛 发 展 ， 各 种 类 
型 的 高 通 量 及 手 性 色谱 柱 纷纷 出 现 , 同时 针对 环境 、 化 学 及 其 他 特殊 问题 的 专用 色谱 柱 也 
使 得 HPLC 几乎 能 够 应 用 于 所 有 领域 。 随 着 高 效 固定 相 的 研制 以 及 装 柱 技术 的 不 断 改 进 ， 
液 相 色谱 柱 效 得 到 不 断 提 高 。 近 年 来 ,为 了 满足 复杂 样品 分 离 分 析 的 需要 ， 采 用 亚 微米 粒 
径 固 定 相 的 超 高 压力 的 液 相 色谱 仪 CUPLC) 的 问世 ， 极 大 地 提高 了 分 离 效 率 ， 也 使 得 液 
相 色 谱 可 以 应 用 的 领域 进一步 拓宽 。 

高 效 液 相 色谱 仪 主要 由 进 样 系统 、 输 液 系统 、 在 线 检测 系统 、 数 据 处 理 系 统 等 部 分 组 成 ， 
其 结构 如 图 1-1 所 示 。1975 年 ， 美 国道 (Dow) 化 学 品 公司 研制 成 功 采 用 电导 检测 器 的 新 型 
离子 交换 色谱 仪 ， 用 抑制 柱 扣除 高 本 底 电 导 ， 进 而 检测 无 机 离子 和 有 机 离子 ， 这 种 方法 被 称 
为 离子 色谱 法 (IC )。 离 子 色谱 法 使 高 效 液 相 色谱 法 的 分 析 范 围 扩 展 到 分 析 常 见 的 大 多 数 无 机 
阴离子 、 有 机 阴离子 及 60 余 种 金属 阳离子 。 




























































































































































































































































































































































































高 效 液 相 色谱 仪器 的 构造 


改 | 小 








| 4 | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色 谱 分 析 











20 世纪 80 年 代 ， 许 多 分 析 仪 器 厂家 开始 投入 大 量 的 资金 及 技术 力量 研究 开发 高 效 液 相 
色谱 产品 。 美 国 的 Waters、P-E、Varian、HP、SP、Bekman,， 日 本 的 岛 津 、 日 立法 国 的 吉 
尔 森 等 公司 大 量 推出 自己 的 HPLC 产品 ， 而 且 产品 的 更 新 换代 迅速 ， 性 能 不 断 提 高 ， 功 能 日 
益 增 强 。 以 日 本 岛 津 公 司 为 例 ， 在 不 到 十 年 中 就 推出 了 近 十 代 产 品 ， 可 见 其 发 展 势头 之 迅猛 。 
伴随 着 液 相 色谱 仪器 性 能 的 不 断 改善 ， 新 型 分 离 模式 也 不 断 出 现 ， 使 液 相 色 谱 无 论 在 技术 上 
还 是 在 仪器 上 都 产生 了 一 个 又 一 个 的 飞跃 。 

高 效 液 相 色 谱 与 光谱 技术 联 用 方法 的 研究 一 直 是 色谱 学 科 的 研究 热点 9 。20 世纪 80 年 
代 ， 可 同时 得 到 每 个 组 分 HPLC-UV 三 维 谱 图 的 二 极 管 阵列 检测 器 (DAD) 问世 ， 对 紫外 - 
可 见 光谱 的 快速 扫描 检测 ， 使 液 相 色 谱 提 供 的 信息 量 大 幅度 增加 ， 也 为 模式 识别 等 化 学 计量 
学 中 的 许多 手段 提供 了 重要 的 应 用 领域 。1990 年 以 后 ，HPLC-MS、HPLC-FTIR 等 色谱 -光谱 
联 用 技术 逐渐 成 熟 ， 为 解决 HPLC 的 定性 问题 提供 了 多 种 实用 、 有 效 的 手段 。 

20 世纪 90 年 代 ,， 以 电 驱 动 蔡 代 高 压 的 毛细 管 电 泳 、 毛 细 管 电 色 谱 技 术 得 到 较 快 的 发 展 。 
电 渗 流 的 特殊 形成 机 制 ， 使 得 更 小 粒 径 的 固定 相 以 及 整体 柱 技 术 得 到 更 好 的 应 用 。 将 其 与 微 
流 控 坊 片 技术 结合 ， 综 合 了 多 种 现代 科学 技术 的 特点 ， 在 仪器 的 微型 化 、 快 速 分 析 、 现 场 分 
析 等 方面 具有 极 大 的 发 展 潜力 。 

为 适应 生命 科学 的 发 展 ， 以 制备 色谱 为 主要 对 象 的 非 线性 色谱 获得 了 长 足 的 发 展 ， 人 们 
运用 色谱 法 已 能 够 制备 微量 而 贵重 的 生物 活性 化 合 物 。 基 于 天 然 产物 分 离 制备 、 生 物 制 药 等 
方面 的 需要 ， 大 规模 的 工业 色谱 技术 、 模 拟 移动 床 色 谱 技 术 、 逆 流 色 谱 技术 等 得 到 发 展 ， 成 
为 液 相 色 谱 法 理论 与 应 用 研究 的 另 一 个 重要 分 文 。 

在 数据 采集 与 处 理 方 面 ，20 世纪 60 年 代 初 期 ， 机 械 式 色谱 积分 器 的 应 用 极 大 地 提高 了 
色谱 峰 面 积 测 定 的 准确 度 。20 世纪 70 年 代 初 期 ， 带 小 型 微 处 理 机 的 色谱 仪 的 问世 ， 标 志 着 
色谱 仪 的 发 展 进 入 了 一 个 新 的 时 代 。 随 着 计算 机 应 用 的 普及 ， 高 效 液 相 色 谱 专家 系统 09 被 成 
功 研 发 ， 液 相 色谱 数据 处 理 系 统 的 发 展 已 经 达到 除 可 以 进行 数据 采集 、 数 据 处 理 外 ， 还 可 以 
用 来 控制 、 优 化 色谱 操作 条 件 的 水 平 。 具 有 数据 处 理 、 仪 器 控制 等 功能 的 色谱 工作 站 已 经 成 
为 目前 液 相 色谱 仪 的 必 备 组 件 。 

今天 ， 色 谱 仪 器 、 色 谱 技术 仍 在 继续 向 前 飞速 发 展 ， 各 种 类 型 的 自动 化 、 智 能 化 、 专 属 
化 的 液 相 色谱 仪 不 断 涌现 ; 液 相 色 谱 - 质 谱 联 用 、 液 相 色 谱 - 核 磁 联 用 等 联 用 仪 的 应 用 与 普及 ; 
多 维 液 相 色 谱 仪 器 系统 的 产业 化 ,“ 整 体 柱 ” 亚 微米 固定 相 的 应 用 ， 新 型 固定 相 基 质 的 合成 
以 及 特异 的 高 选择 性 固定 相 研 究 的 不 断 推进 ， 使 液 相 色谱 技术 有 了 日 新 月 异 的 变化 。 

科技 和 经 济 的 竞争 在 某 种 意义 上 表现 为 科技 条 件 ， 特 别 是 科学 仪器 的 装备 、 数 量 、 水 平 及 
其 附属 条 件 的 竞争 。 凡 是 科学 技术 上 的 重大 发 现 、 发 明 ， 重 大 突破 和 成 就 ， 皆 是 以 全 新 的 实验 
手段 和 方法 的 突破 为 先导 。 正 因为 科学 仪器 在 科学 研究 、 国 民 经 济 和 社会 的 各 领域 中 所 发 挥 的 
巨大 作用 ， 世 界 各 国 ， 尤 其 是 发 达 国 家 不 惜 投入 大 量 人 力 、 财 力 进行 相关 的 研究 与 开发 。 色 谱 
分 析 技 术 与 仪器 作为 一 种 重要 的 科学 手段 ， 其 研发 与 生产 已 经 达到 非常 高 的 水 平 ， 不 但 仪器 功 
能 多 、 性 能 指标 高 ， 而 且 品 种 齐全 、 人 性 能 稳定 ， 可 极 大 地 满足 不 同 领域 的 研究 与 应 用 需求 。 

二 、 液 相 色 谱 基 本 原理 

色谱 法 作为 一 种 分 离 方法 ， 利 用 物质 在 两 相 中 吸附 或 分 配 系数 的 微小 差异 达到 分 离 的 目 
的 。 当 两 相 作 相对 移动 时 ， 被 测 物质 在 两 相 之 间 进 行 反复 多 次 的 质量 交换 ， 使 原来 微小 的 性 
质 差 异 产生 放大 的 效果 ， 达 到 分 离 、 分 析 样 品 组 成 及 测定 样品 的 一 些 物 理化 学 参数 的 目的 。 
色谱 法 的 最 大 特点 在 于 能 将 复杂 的 混合 物 样品 中 的 相关 组 分 逐一 分 离 后 ， 再 分 别 进行 检测 。 






















































































































































































Tk 




















































































































































































































一人 











= 
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此 与 











其 他 分 析 化 学 方法 相 比较 ， 色 谱 法 
液 相 色 谱 过 程 ， 






























































有 准确 性 高 、 分 析 选 择 性 好 的 特征 。 
， 组 分 在 相对 运动 、 不 相 混 溶 的 两 相间 交换 ， 其 中 相对 静止 的 一 相 被 称 
固定 相 ， 而 另 一 相对 运动 的 相 被 称 为 流动 相 。 不 同 组 分 在 两 相间 的 吸附 、 分 配 、 离 子 交 换 、 
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亲和力 或 分 子 尺寸 等 性 质 存在 微小 差别 , 经 过 连续 多 次 的 交换 , 这 种 性 质 的 微小 差别 被 登 加 、 


放 


人 


质 


类 
灵 
示 
对 
性 





大 ， 最 终 得 到 
有 微小 差别 























敏 的 特征 ， 也 


分 离 。 不 同 组 分 性 质 上 的 
的 组 分 之 所 以 得 以 分 离 ， 是 攻 
量 交 换 ， 这 是 色谱 分 离 的 充分 条 件 。 
液 相 色谱 与 气相 色谱 相 比 ， 
物质 在 已 知 化 合 物 ! 









































微小 差别 是 色谱 分 离 的 根本 ， 即 必要 条 件 ; 
为 它们 在 两 相 之 间 进 行 了 上 千 次 甚至 


而 性 质 
上 百 万 次 的 























其 最 大 特点 是 可 以 分 离 不 可 挥发 或 受热 后 不 稳定 的 物质 ， 而 这 




















占有 相当 大 的 比例 。 





























显然 , 液 相 色 谱 不 仅 兼 具 





有 更 为 广阔 的 应 用 空间 。 近 来 ， 液 相 色 谱 在 4 























出 突出 的 作 ) 
复杂 环境 样品 











[12] ， 分 析 、 








E 命 科学 、 环 境 科学 等 领域 中 显 
分 离 和 纯化 生物 大 分 子 物质 的 研究 极为 活跃 ， 而 离开 液 相 色 谱 ， 
































有 的 高 效 、 快 速 、 


色谱 法 独 : 
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分 离 在 制药 领域 已 被 广泛 应 用 。 











[hill 





色谱 的 重要 性 





























的 分 析 检 测 将 不 可 能 实现 。 手 性 分 子 的 分 离 和 分 析 是 液 相 色谱 的 重要 对 象 ， 手 
和 先 在 于 它 使 性 质 








非常 接近 的 物质 的 分 离 测 

















定 成 为 可 能 ， 这 正 是 近代 化 学 、 生 物 学 研究 中 一 个 极为 重要 和 不 可 缺少 的 手段 。 
三 、 液 相 色谱 分 类 


进行 分 类 ， 高 效 液 相 色 谱 也 可 


中 
色 
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仿 
径 


流 
构 
范 
动 
于 : 


液 相 色谱 分 离 模式 众多 ， 应 

















回 定 相 站 在 柱 管 中 ， 流 动 相依 笔 重 力 、 
谱 柱 ， 达 到 混合 物 中 不 同 组 分 分 离 的 目 

















范围 广泛 。 从 不 同 的 
的 形状 进行 分 类 ， 可 以 分 为 平 


















































度 考虑 ， 可 以 有 不 同 的 分 类 结果 。 
有 色谱 和 柱 色谱 两 大 类 。 而 根据 固定 相 的 形态 
以 分 为 颗粒 固定 相 液 相 色 谱 和 整体 柱 液 相 色 谱 两 类 。 柱 色谱 法 



































的 ; 平面 色谱 法 中 国 


压力 或 泵 流 过 柱 床 使 被 分 离 物 质 分 离 后 依次 流出 



































依靠 毛细 管 作 






































为 4.6mm)、 漳 


了 十 








动 ; 而 在 径 向 


制备 液 相 色 谱 《 柱 内 径 大 于 10mm， 
色谱 等 类 别 。 根 据 流动 相 驱 动力 的 差别 ， 可 分 为 低压 、 中 月 
按照 流动 相 在 色谱 柱 内 的 运动 方向 进行 分 类 ， 对 于 


色谱 











瑟 

















请 党 月 


使 流动 相 流 经 固定 相 ， 使 混合 物 分 离 并 将 被 分 离 后 的 组 分 
相 的 平板 上 ， 然 后 进行 显 色 、 定 性 和 定量 。 
根据 进 样 量 、 色 谱 柱 尺寸 或 采用 的 固定 相 颗 粒 大 小 进行 分 类 ， 液 相 色 谱 可 分 为 毛 引 


相 色 谱 ( 柱 内 径 小 于 500hm)、 微 柱 液 相 色 谱 〈《 柱 内 径 小 于 1mm)、 











定 相 被 涂 布 于 平面 载 板 上 ， 通 
呆 留 在 涂 布 固定 





























管 液 
高 效 液 相 色谱 (一 般 柱 内 
































J iI/ 





有 于 少量 制备 和 简单 分 析 〉 和 于 
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备 











E 和 高 压 色谱 三 类 。 









































， 流 动 相沿 柱 径 向 流动 。 径 问 

















建 不 同 的 液 相 
德 华 力 不 同 ， 
相 与 固定 相 极 
固定 相 极 性 时 

















on | 











有 形式 以 及 大 小 
体积 排 阻 色 谱 、 离 子 交 换 色 谱 及 杀 和 色谱 等 类 别 。 表 1-1: 
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利 





1-2 ! 





(1) 吸附 色谱 法 














分 离 的 


的 。 














(2) 分 配色 谱 法 




















样品 组 分 在 
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， 称 为 反 相 色谱 RP); 反之 ， 称 为 了 
、 溶 解 性 、 带 




















衣 分 子 间 相互 作用 






























































性 质 等 也 可 被 应 



































也 给 出 了 常见 的 液 相 分 离 模式 及 其 应 用 范围 。 
固定 相 为 吸附 剂 ， 徘 组 分 在 吸附 剂 上 吸附 系数 “吸附 能 力 〉 的 差别 达 














通常 的 柱 色谱 ， 流动 相沿 柱 管 的 纵 癌 
色谱 一 般 用 于 分 离 制备 。 

液 相 色谱 基于 溶质 分 子 的 任 一 种 或 多 种 物理 化 学 性 质 的 差别 进行 分 离 ， 因 此 可 以 采 
色谱 分 离 模式 。 游 质 分 子 结构 不 同 ， 其 与 流动 相 和 固定 相 分 子 间 相互 作 
差别 进行 分 离 是 液 相 色谱 
生 的 差别 ， 可 将 液 相 色谱 分 为 正 相 色谱 和 反 相 色谱 两 种 模式 。 流 动 相 极 性 大 
E 相 色谱 (NP)。 溶质 分 子 与 固定 相 的 作 
于 分 离 ， 由 此 派生 出 吸附 色谱 、 
给 出 了 不 同 的 液 相 色谱 分 类 方法 ， 











] 或 
的 
中 采用 的 最 常用 手段 。 根 据 流 









































分 配色 谱 、 














高 效 液 相 色谱 中 最 常 采 用 的 分 离 模式 。 








回 定 相 与 流动 相 中 的 浴 解 度 不 同 押 产生 的 分 配 系数 差别 达到 分 离 的 











固定 相 为 液态 〈 或 准 液 态 )， 
的 。 




















5 | 


改 | 小 





| s | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色谱 分 析 





























(3) 体积 排 阻 色谱 法 “又 称 为 尺寸 排 阻 色谱 法 。 采 用 凝 胶 作 为 固定 相 ， 依 组 分 的 分 子 尺寸 
与 凝 胶 孔 径 间 的 关系 〈 即 渗透 系数 的 差别 ) 进行 分 离 。 按 流动 相 的 性 质 不 同 〈 亲 油 或 杂 水 ) 又 
可 分 为 凝 胶 渗 透 色 谱 (GPC) 与 凝 胶 过 滤 色 谱 (GFC) 两 类 。 主 要 用 于 生物 大 分 子 的 分 离 。 

(4) 离子 交换 色谱 法 ”采用 离子 交换 树脂 作为 固定 相 ， 依 样品 离子 与 固定 相 表 面 离子 交 
换 基 团 的 交换 能 力 ( 交 换 系 数 ) 的 差别 来 分 离 。 离 子 交 换 色 谱 法 按 分 离 对 象 或 流 路 与 柱 系统 
的 不 同 ， 还 可 进一步 细 分 。 

(5) 亲 和 色 谱 法 “将 具有 生物 活性 的 配 基 《〈 如 酶 、 辅 酶 、 抗 体 等 ) 键 合 到 载体 或 基质 表 
下 上 形成 固定 相 ， 利 用 蛋白 质 或 生物 大 分 子 与 固定 相 表 面 上 配 基 的 专属 性 亲和力 进行 分 离 。 
这 种 方法 多 用 于 分 离 和 纯化 和 蛋白质、 多 肽 等 生物 活性 样品 。 

(6) 化 学 键 合 相 色谱 法 “将 固定 相 的 官能 团 键 和 在 载体 表面 所 形成 的 固定 相称 为 化 学 键 
合 相 。 采 用 化 学 键 合 相 的 色谱 方法 称 为 化 学 键 合 相 色 谱 法 ,化 学 键 合 相 可 作为 液 - 液 分 配色 谱 、 
离子 交换 色谱 、 折 射 率 色谱 等 的 固定 相 。 由 于 化 学 键 合 相 的 官能 团 不 易 流 失 ， 因 而 被 广泛 应 
于 各 类 高 效 液 相 色谱 方法 中 。 反 相 键 合 相 色谱 是 目前 应 用 最 为 广泛 的 色谱 方法 之 一 。 在 反 
相 键 合 相 色谱 流动 相 中 加 入 离子 对 试剂 或 离子 抑制 剂 (弱酸 、 弱 碱 或 缓冲 盐 )， 则 分 别称 之 为 
离子 对 色谱 法 (PIC 或 IPC) 及 离子 抑制 色谱 法 〈ISC )。 


液 相 色 谱 法 分 类 
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按 固定 相形 态 分 类 按 作用 原理 分 类 按 物理 特征 分 类 
固定 相 名 称 原理 名 称 特 人 征 名 称 
液 体 液 - 液 色谱 分 配 液 - 液 分 配色 谱 平面 固定 相 平面 色谱 
可 体 液 - 固 色谱 吸 附 液 - 固 吸附 色谱 纸 固定 相 纸 色 谱 

分 子 大 小 体积 排 阻 色谱 注 层 固定 相 注 层 色谱 
离子 交换 能 力 离子 交换 色谱 颗粒 固定 相 填 充 填充 色谱 
亲和力 亲 和 色 谱 色谱 柱 中 空 空心 柱 色谱 

电 渗 及 电泳 毛细 管 电泳 采用 高 压 流 动 相 高 压 液 相 色 谱 






































按照 色谱 模式 分 类 的 原理 及 应 用 范围 























































































































































































































































































































模式 固定 相 种 类 分 离 原理 应 用 对 象 

反 相 Cis、Cs、C4、C1、 茶 基 浴 质 玻 水 性 不 同 导 致 其 在 流 翅 大 多 数 有 机 物 ; 多 肽 、 蛋 白质 、 
相 和 固定 相 之 间 分 配 系数 的 差异 | 核酸 等 生物 大 、 小 分 子 ， 样 品 一 般 

溶 于 水 中 

正 相 Si0,、CN、NH; 溶质 极 性 不 同 导致 其 在 极 性 固 中 、 弱 和 非 极 性 化 合 物 ， 样 品 一 

定 相 上 吸附 强度 的 差异 般 深 于 有 机 溶剂 
离子 交换 强 阳 、 弱 阳 、 强 阴 、 弱 阴 溶质 电荷 不 同 及 其 与 离子 交换 离子 和 可 离 解 化 合 物 

司 定 相 库仑 作用 力 的 差异 

凝 胶 凝 胶 渗 透 、 凝 胶 过 滤 溶质 分 子 尺 寸 及 形状 不 同 使 得 可 溶 于 有 机 溶剂 或 水 的 任何 非 交 
其 在 多 孔 填料 中 澡 留 时 间 存 在 差 | 联 型 化 合 物 
异 

下 CI 丁 基 、 葵 基 、 二 醇 基 溶质 的 弱 疏 水 性 及 其 对 流动 相 水 溶性 生物 大 分 子 
盐 浓度 依赖 性 的 差别 

亲本 硅胶 、 聚 乙 二 醇 键 合 、 两 性 离 多 保留 机 制 ， 包 括 分 配 机 制 、 糖 类 、 氮 基 酸 和 肽 的 分 离 ;， 也 应 

(HILIC) 子 固定 相 离子 交换 、 偶 极 - 偶 极 相互 作用 等 - 极 性 药物 、 代 谢 物 

杀 和 种 类 较 多 溶质 与 固定 相 表 面 配 基 之 间 的 多 肽 、 蛋 白质、 核酸 、 糖 组 合 物 
弱 相 互 作用 所 导致 的 分 子 识 别 现 | 等 生物 分 子 及 可 与 生物 分 子 产生 末 
象 和 相互 作用 的 小 分 子 

手 性 手 性 色谱 手 性 化 合 物 与 配 基 间 的 手 性 识 | ” 手 性 拆 分 
别 作 
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二 节 液 相 色谱 术语 

色谱 术语 已 有 国家 标准 可 供 参照 ”1。 在 本 系列 手册 气相 色谱 分 册 中 中 己 列 出 的 色谱 常 
] 术语， 一 般 不 再 重复 ， 但 考虑 到 系统 的 完整 性 ， 这 里 对 某 些 重要 概念 再 次 给 出 相应 说 明 。 
这 里 基于 国家 标准 和 最 近 发 表 的 色谱 文献 列 出 液 相 色谱 常用 符号 、 术 语 及 对 应 的 英文 名 称 。 
平面 色谱 、 毛 细 管 电泳 、 蕊 片 中 和 常用 符号 及 术语 将 在 相关 部 分 介绍 。 

一 、 一 般 术 语 

定性 分 析 (qualitative analysis) 为 检测 试 样 中 的 元 素 、 官 能 团 或 混合 物 的 组 成 成 分 而 进 
行 的 分 析 。 

定量 分 析 (quantitative analysis) 为 测定 试 样 中 各 种 成 分 (如 元 素 、 根 或 官能 团 等 ) 的 
含量 而 进行 的 分 析 。 








常量 分 析 (macro analysis) 
千 分 之 一 的 分 析 。 

半 微 量 分 析 (semimicro analysis) 

微量 分 析 (micro analysis) 
约 为 万 分 之 一 至 百 万 分 之 一 的 分 析 。 

超 微 量 分 析 (ultramicro analysis) 
分 析 。 

痕 量 分 析 (trace analysis) 
组 分 含量 在 百 万 分 之 一 以 下 的 分 析 。 

超 痕 量 分 析 (ultra-trace analysis) 






































一 般 指 试 样 质量 在 1 一 10msg 的 分 析 ， 





一 般 指 试 样 质量 大 于 0.1g 的 分 析 ， 也 可 指 被 测 组 分 





一 般 指 试 样 质量 在 10 一 100msg 的 分 析 。 














也 可 指 被 测 组 分 含 























地 
zn} 
由 





且 





一 般 指 试 样 质量 小 于 lmg 或 取样 体积 小 于 0.01ml 的 





指 物质 中 被 测 组 分 质量 分 数 小 于 0.01% 的 分 析 ， 




















也 可 指 被 测 


物质 中 被 测 组 分 质量 分 数 小 于 0.0001% 的 分 析 。 


























绝对 误差 (absolute error) 





相对 误差 (relative error) 














测量 结果 减 去 被 测量 的 [约定 ] 真 值 。 
绝对 误差 与 被 测量 的 [约定 ] 真 值 之 比 。 



































随机 误差 (random error) 
系统 误差 (systematic error) 





由 





在 重复 测量 中 按 不 可 预见 方式 变化 的 测量 误差 的 分 量 。 





























分 量 
标准 偏差 (standard deviation) 
度 的 参数 ， 用 符号 5 表示。 











在 重复 测量 中 保持 不 变 或 按 可 预见 方式 变化 的 测量 误差 的 














同一 被 测量 进行 n 次 测量 时 ， 表 征 测量 

















> 


式 中 ，X; 为 第 i 次 测量 结果 ; XX 为 所 测量 的 n 个 结果 的 算术 平均 值 。 
注 : 标准 偏差 不 应 与 总 体 标准 偏差 c 混淆 。 个 数 为 V， 数 字 期 望 〈 或 真 值 ) 为 m 的 总 体 















































标准 偏差 c 按 公式 〈1-2) 计算 ; 
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(1-1) 


(1-2) 


改 | 小 
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| 分 析 化 学 
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相对 标准 偏差 (relative standard deviation，RSD) 标准 偏差 (S$) 与 算术 平均 值 的 绝对 

值 之 比 。 
De (1-3) 

测量 不 确定 度 (uncertainty of measurement) 表征 被 测量 的 真 值 在 某 个 量 值 范围 的 一 
种 估计 。 

测量 不 确定 度 一 般 包 含 多 个 分 量 ， 其 中 一 些 分 量 可 在 测量 结果 统计 分 布 的 基础 上 进行 佑 
计 ， 并 可 用 标准 偏差 表征 ， 其 他 分 量 只 能 基于 经 验 或 由 其 他 信息 估计 。 

标准 物质 (standard material) 具有 足够 的 准确 度 ， 可 用 以 校准 或 检定 仪器 、 评 定 测 量 
方法 或 给 其 他 物质 赋值 的 物质 。 

校准 (calibration〉 在 规定 条 件 下 为 确定 测量 仪器 或 测量 系统 的 示 值 与 被 测量 相对 应 的 
己 知 值 之 间 关 系 的 一 组 操作 。 

校准 液 (calibration solution) 准确 知道 其 成 分 ， 用 以 校准 仪器 的 溶液 。 通 常 由 一 种 或 多 
种 校准 组 分 和 一 种 溶剂 组 成 。 

试验 溶液 (test solution) 已 知 其 成 分 ， 用 以 对 仪器 进行 试验 的 溶液 。 

校准 组 分 (calibration component) 直接 用 于 校准 和 测试 的 组 分 。 

浓度 (concentration) 表示 物质 中 不 同 组 分 之 间 相 对 量 的 一 种 数量 标记 。 分 析 中 常用 的 


有 
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页 
= 
里 














分 数 〔%) 和 体积 分 数 (%) 等 。 











试 样 (sample) 
范围 (range) 








昌 
注 : 





量程 (span) 


稳定 性 〈stability ) 


供 试验 或 分 析 用 的 被 测 物质 。 
日 上 、 下 限 所 限定 的 一 个 量 的 
“范围 ”通常 加 修饰 语 。 例 如 : 测量 范 国 、 标 度 范 围 等 。 
仪器 测量 上 限 值 与 下 限 值 的 代数 差 。 
在 规定 工作 条 件 下 ， 输 入 保持 不 变 ， 在 规定 时 间 内 仪器 示 值 保持 不 


区 间 。 











变 的 能 力 。 可 以 用 量程 漂移 、 零 点 漂移 或 基线 漂移 表示 。 











量程 漂移 (span drift) 
零点 漂移 〈zero drift ) 
基线 漂移 (baseline drift) 


向 的 缓慢 变化 。 























在 规定 工作 条 


HH 


























FF 下， 规定 时 间 内 的 量程 变化 。 
在 规定 工作 条 件 下 ， 规 定时 间 内 零点 示 值 的 偏 移 。 
在 规定 工作 条 件 下 ， 规 定时 







































































基线 〈base-line) 在 恒定 的 条 件 下 ， 仪 器 的 响应 信号 曲线 。 

液 相 色谱 仪 的 基线 是 指 在 仅 有 流动 相通 过 检测 系统 时 的 响应 信号 曲线 。 
输出 波动 (output fluctuation) 又 称 噪声 

不 是 由 被 测 组 分 的 浓度 或 任何 影响 量变 化 引起 的 相对 于 平均 输出 的 起 伏 。 
灵敏 度 〈sensitivity) 仪器 的 输出 量 与 输入 量 之 比 ， 常 用 符号 5 表示 。 
对 于 非 线 性 响应 的 仪器 ， 则 为 输出 量 对 输入 量 的 导数 : 














式 中 ， 尺 为 输 昌 
检测 限 (limit of detection ) 











与 灵敏 度 之 比 ，| 





pd HN Ea 


从 与 DD 表 











pa 


bi 量 ; 0 为 输入 


Rn 
dO 


- 旦 . 
时 











量 浓度 (单位 为 kg/L)、 物 质 的 量 浓度 (单位 为 moML)、 质 量 摩尔 浓度 〈 单 位 为 mol/kg)、 


[ 间 内 ， 仪 器 的 响应 信和 号 随时 间 定 


(1-4) 





仪器 能 确切 反应 的 输入 量 的 最 小 值 。 通 常 定义 为 三 倍 噪声 
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第 一 章 液 相 色谱 基础 | 
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式 中 ， NN 为 噪声 ， 即 基线 的 波动 ， 以 mV 或 A 表示。 


准确 度 (accuracy) 示 值 与 被 涡 
准确 度 等 级 (accuracy class ) 
重复 性 〈repeatability) 用 相同 的 方法 ， 相 


i 
































量 真 值 〈 约 定 真 值 ) 的 一 致 程度 。 
根据 仪器 准确 度 高 低 所 划分 的 等 级 。 




















同 的 试 样 ， 在 相同 的 条 件 下 测 得 的 一 系列 结 












































果 之 间 的 一 臻 程度。 通常 用 
实验 室 和 短暂 的 时 间 间 隔 。 


曲线 


























相对 标准 偏差 表示 。 








再 现 性 (reproducibility) 对 相同 的 试 样 ， 





程度 。 常 用 的 有 测量 的 再 现 性 和 方法 的 再 现 性 。 
者 ， 


























不 同 仪 器 ， 不 同 实 验 室 ， 不 同 或 相同 的 时 间 ; 对 于 方法 的 





线性 (linearity) 
非 线 性 〈non-linearity ) 


相同 的 条 件 指 同一 操作 者 ， 同 一 仪器 ， 同 一 

















果 之 间 的 一 至 
于 现 性 ， 不 同 的 条 件 指 不 同 操作 
再 现 性 ， 则 方法 应 保持 相同 。 





在 不 同 的 条 件 下 测 得 的 单个 结 
对 于 测量 的 再 ] 






























































仪器 《或 元 件 ) 的 输出 与 输入 呈 一 次 函数 关系 的 特性 。 
仪器 (或 元 件 ) 的 输出 与 输入 不 是 一 次 函数 关系 的 特性 。 














校准 曲线 (calibration curve) 在 规定 条 件 





最 大 值 与 最 小 值 之 比 来 表示 。 


动 相 流 出 体积 的 曲线 图 , 或 


微分 ! 








(图 


距离 (图 1-2 中 的 KL)。 用 WW 表示 。 


峰 两 侧 相 交 两 点 之 间 的 距离 (图 





选择 性 (selectivity) 
二 、 色 谱 曲 线 
色谱 图 (chromatogram) 


仪器 对 被 测 物质 以 外 


























者 通过 适当 方法 观察 





线性 范围 (linear range) 仪器 的 输出 与 输入 保持 线性 的 输入 量 的 范围 。 














下 ， 表 示 被 测量 值 与 仪器 实测 值 之 间 的 关系 
































也 可 





J 








以 该 范围 的 








的 其 他 物质 呈 低 灵敏 度 或 无 灵敏 度 的 能 力 。 


色谱 柱 流出 物 通 过 检测 器 系统 时 所 产生 的 响应 信号 对 时 间或 流 


到 的 纸 色谱 或 薄 层 色谱 斑点 、 谱 带 的 分 布 图 。 











色谱 峰 (chromatographic peak) 色谱 柱 流出 组 分 通过 检测 器 系统 时 所 产生 的 响应 信和 号 的 











线 。 

峰 底 (peak base) 
峰 高 (peak height) 
峰 宽 (peak width) 在 峰 两 侧 拐 点 (图 1-2 















































峰 的 起 点 与 终点 之 间 连 接 的 直线 (图 
色谱 峰 最 大 值 点 到 峰 底 的 距离 (h) (图 1-2 中 的 BE)。 





1-2 中 的 CD)。 























' 的 FG) 处 所 作 切 线 与 峰 底 相交 两 点 间 的 








半 高 峰 宽 〈peak width at half height) 
1-2 中 的 有 H7)。 
峰 面 积 (peak area) 峰 与 峰 底 之 间 的 面积 
1-2 中 的 CHEJDC)。 用 A 表示 。 

拖 尾 峰 (tailing peak) 后 沿 较 前 沿 平缓 的 

































































不 对 称 的 峰 。 


的 不 对 称 的 峰 。 


谱 峰 以 外 ， 由 于 仪器 条 件 的 变化 等 原因 而 在 
上 出 现 的 色谱 峰 , 即 
这 种 色谱 峰 j 


图 





性 、 





前 伸 峰 (leading peak) 前 沿 较 后 沿 平 组 














假 峰 (ghost peak ) 





除 组 分 正常 产生 的 色 
1 内 























非 由 试 样 所 产生 的 蜂 。 
\ 体 菜 一 组 分 ， 容 易 给 定 






































不 代表 


























通过 峰 高 的 中 点 作 平 行 于 峰 底 的 直线 ， 此 直线 与 



































用 Wi 表示。 











进补 
不 被 小 冰 肥 

















色 庶 图 


履 | 小 








| ?0 | 分 析 化 学 手册 (6 液 相 色谱 分 析 

















畸 峰 (distorted peak) 形状 不 对 称 的 色谱 峰 ， 前 伸 峰 、 拖 尾 峰 都 属于 此 类 。 

反 峰 (negative peak) ”也 称 倒 峰 或 负 峰 ， 即 出 峰 的 方向 与 通常 的 方向 相反 的 色谱 峰 。 

拐点 (inflection point) 色谱 峰 上 二 阶 导 数 等 于 零 的 点 。 

三 、 分 离 模 式 

液 相 色谱 法 (LC，liquid chromatography) 用 液体 作为 流动 相 的 色谱 方法 。 

液 - 液 色谱 法 (LLC，liquid-liquid chromatography) 将 固定 液 涂 渍 在 载体 上 作为 固定 相 
的 液 相 色 谱 法 。 

液 - 固 色 谱 法 (LSC，1liquid-solid chromatography) 一 般 指 吸附 剂 作 为 固定 相 的 液 相 色 
谱 法 。 

正 相 液 相 色谱 法 (NPLC，normal phase liquid chromatography) 固定 相 的 极 性 较 流 动 相 
的 极 性 强 的 液 相 色谱 法 。 

反 相 液 相 色谱 法 〈RPLC，reversed phase liquid chromatography) 固定 相 的 极 性 较 流动 相 
的 极 性 弱 的 液 相 色谱 法 。 

高 效 液 相 色谱 法 (HPLC，high performance liquid chromatography) 具有 高 分 离 效 能 的 
柱 液 相 色谱 法 。 

体积 排 阻 色谱 法 (SEC，size exclusion chromatography) 用 化 学 惰性 的 多 孔 性 物质 作为 
固定 相 ， 试 样 组 分 按 分 子 体积 《严格 来 讲 是 流体 力学 体积 ) 进行 分 离 的 液 相 色谱 法 。 
凝 胶 过 滤 色 谱 法 (GFC，gel filtration chromatography) 水 或 水 溶液 作为 流动 相 的 体积 排 
阻 色谱 法 。 
凝 胶 渗透 色谱 法 (GPC，gel permeation chromatography) 有 机 溶剂 作为 流动 相 的 体积 排 
阻 色谱 法 。 

亲 和 色 谱 法 (affinity chromatography) 用 连接 在 基体 上 的 配 位 体 作 为 固定 相 ， 使 与 蛋白 
质 或 其 他 大 分 子 发 生 可 道 的 高 选择 性 的 相互 作用 ， 利 用 不 同 亲 和 力 进 行 分 离 的 液 相 色 谱 法 。 

离子 交换 色谱 法 (IEC，ion exchange chromatography) 以 离子 交换 作用 分 离 离子 型 化 合 
物 的 液 相 色谱 法 。 

离子 色谱 法 (IC，ion chromatography) 含有 某 种 特定 离子 的 水 溶液 作为 流动 相 ， 流 出 
液 通过 抑制 柱 或 不 通过 抑制 柱 , 在 降低 流动 相 背 景 信号 的 条 件 下 用 于 分 离 离子 的 液 相 色谱 法 。 

离子 抑制 色谱 法 (ISC，ion suppression chromatography) 通过 调解 流动 相 的 pH 值 来 扣 
制 试 样 组 分 的 电离 ， 以 分 离 离子 型 化 合 物 的 液 相 色谱 法 。 

离子 对 色谱 法 (IPC, ion pair chromatography) 用 形成 离子 对 化 合 物 进 行 分 离 的 液 相 色谱 法 。 

朴 水 作用 色谱 法 (HIC，hydrophobic interaction chromatography) 用 适度 疏水 性 的 固定 
相 ， 含 盐 的 水 溶液 作为 流动 相 ， 借 下 水 作用 分 离 生 物 大 分 子 化 合 物 的 液 相 色谱 法 。 

亲 水 作用 色谱 法 〈HILIC，hydrophilic interaction chromatog raphy) 采用 杀 水 性 的 固定 
相 ， 玻 水 性 较 强 的 流动 相 的 色谱 方法 。 可 以 认为 是 采用 一 般 正 相 色 谱 固 定 相 与 反 相 色谱 流动 
相 的 色谱 分 离 方法 。 

制备 液 相 色谱 法 (preparative liquid chromatography) 用 能 处 理 较 大 量 试 样 的 色谱 系统 
进行 分 离 、 切 审 和 收集 组 分 ， 以 提纯 化 合 物 的 液 相 色谱 法 。 

迎头 色谱 法 〈frontal chromatography) 又 称 前 沿 法 。 将 试 样 连续 地 通过 色谱 柱 ， 吸 附 或 
溶解 最 弱 的 组 分 首先 以 纯 物质 状态 流出 色谱 柱 ， 然 后 顺 次 流出 的 是 次 弱 组 分 和 第 一 流出 组 分 
的 混合 物 ， 依 此 类 推 ， 从 而 实现 混合 物 分 离 的 色谱 法 。 常 用 于 色谱 溶剂 的 提纯 或 液体 中 痕 量 
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组 分 的 富 集 。 


冲洗 色谱 法 (elution chromatography ) 


柱 的 一 端 ， 用 在 固 
试 样 中 各 组 分 在 固 

















注入 一 种 对 
色谱 柱 ， 从 而 实现 混合 











分 分 离 的 色谱 法 。 


络 合 色 谱 法 (complexation chromatography) 
加 入 能 与 被 分 离 组 分 形成 配合 物 的 试剂 ， 试 样 通过 时 ， 因 各 组 分 生成 的 











谱 方法 。 在 固定 相 : 








固定 相 吸 附 或 溶解 能 力 较 试 样 ! 
分 离 的 色谱 法 。 
吸附 色谱 法 (adsorption _ chromatography ) 
诸 组 分 吸附 能 力 的 差异 ， 实 现 试 样 中 诸 组 分 分 离 的 色谱 法 。 
分 配色 谱 法 (partition chromatography ) 
分 溶解 能 力 的 不 同 ， 即 试 样 中 诸 组 分 在 流动 相 与 固定 相 中 分 配 系 数 的 差异 ， 实 现 试 样 中 诸 组 


定 相 上 被 吸附 或 溶解 能 力 比试 样 中 各 组 分 都 弱 的 流动 相 作 为 冲洗 剂 ， 
定 相 上 的 吸附 溶解 能 力 不 同 ， 于 是 被 冲洗 剂 带 出 柱 的 先后 次 序 亦 不 同 ， 从 
而 使 试 样 中 各 组 分 彼此 分 离 的 一 种 1 
顶替 展开 法 (displacement development) 


色谱 法 。 
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液 相 色谱 基础 | 


1 | 














又 称 洗 脱 法 、 洗 提 法 或 淋 洗 法 。 将 试 样 加 在 








色谱 




















于 





























又 称 取代 法 或 顶 蔡 法 。 将 试 样 加 入 色谱 柱 后 ， 



































诸 组 分 都 强 的 物质 ， 将 试 样 中 诸 组 分 依次 顶替 出 









































固定 相 是 一 种 吸附 剂 ， 利 用 吸附 剂 对 试 样 























司 定 相 是 液体 ， 利 | 





液体 固定 相对 试 样 中 诸 组 


























利用 化 合 物 配合 性 能 的 差异 进行 分 离 的 色 














配合 物 稳定 性 不 同 从 而 被 分 离 。 适 用 于 分 离 性 质 相 近似 的 化 合 物 。 
众 化 色谱 法 (catalytic chromatography) 





将 催化 剂 和 固定 相 结合 起 来 的 一 种 色谱 法 。 众 






































化 反应 直接 在 柱 内 进行 ， 同 时 进行 分 离 。 可 用 于 研究 催化 反应 过 程 及 反应 力学 等 有 关 问 题 。 





循环 色谱 法 (recycle chromatography ) 












































采用 程序 控制 的 切换 方法 ， 使 混合 物 多 次 循环 地 



































通过 色谱 柱 系统 ， 




















CHPLC) 相 比 ， 其 是 在 更 高 操作 压力 下 进行 分 离 的 液 相 色谱 法 。 
配 位 体 色谱 法 (ligand chromatography ) 

















加 有 提高 ， 但 循环 次 数 不 宜 过 多 。 
超 高 压 液 相 色谱 法 (UPLC， ultrahigh pressure chromatography ) 











j 不 大 长 的 柱 就 可 以 得 到 长 柱 分 离 效果 的 





色谱 法 。 分 离 效率 随 循 环 次 数 增 





与 传统 高 效 液 相 色 谱 法 














间 络 合 或 取代 配 位 体 强度 不 同 而 实现 分 离 的 色谱 方法 。 
因 络 合 程度 相 蜡 、 保 留 时 间 不 同 而 被 分 离 。 





的 离子 交换 树脂 ， 当 试 样 通过 
四 、 仪 器 


时 ， 





液 相 色谱 仪 liquid chromatograph) 


制备 液 相 色 谱 仪 (preparative liquid chromatograph) 制备 液 相 色谱 法 采 
高 效 液 相 色谱 仪 (high performance liquid chromatograph ) 





泵 输送 流动 相 的 液 相 色 谱 闭 置 




















超 高 压 液 相 色 谱 仪 (ultra-high press liquid chromatograph) 


o 








粒 径 的 固 





闪 式 液 相 色 谱 仪 (flash liquid chromatograph) 采用 大 颗粒 、 宽 分 布 
| 备 的 液 相 色谱 装置 。 

凝 胶 渗透 色谱 仪 (gel permeation chromatograph) 
内 有 
柱 填 充 剂 颗粒 平均 直径 为 不 大 于 15um 的 色谱 柱 。 


压 驱 动 进行 快速 分 离 人 














色谱 柱 (chromatographic column ) 
微粒 柱 (microparticle column) 
微 填充 柱 (micro-packed column) 填 
填充 毛细 管 柱 (packed capillary column) 


定 相 、 更 高 输液 压力 的 液 相 色谱 装置 。 




















又 称 配 位 体 交 换 色 谱 法 。 利 


色谱 柱 中 填充 有 配 





物质 与 金属 离子 
立 作用 的 金属 离子 
























































的 装置 








液 相 色 谱 法 采 









































的 装置 。 


小 粒 径 固定 相 ， 









































采 | 

















较 高 效 液 相 色 谱 仪 更 小 





























回 定 相 ， 以 重力 或 低 











凝 胶 渗透 色谱 法 采用 的 装置 。 
回 定 相 ， 用 以 分 离 混合 组 分 的 柱子 。 



























































充 微粒 固 
填充 


的 内 径 一 般 为 0.5 一 Imm 的 色谱 柱 。 
固定 相 的 毛细 管 柱 。 


定 相 
微粒 
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空心 柱 (open tubular column ) 内 壁 有 固定 相 的 开口 毛细 管 柱 。 
微 径 柱 (microbore column) 柱 管内 径 不 大 于 lmnm 的 色谱 柱 。 
混合 柱 (mixed column) 填充 有 两 种 或 两 种 以 上 混合 固定 相 的 色谱 柱 。 
组 合 柱 (coupled column) 串联 或 并 联 不 同性 能 的 固定 相 的 色谱 柱 。 
预 柱 (pre-column) 和 置 于 色谱 柱 前 、 内 有 填充 剂 的 柱 管 ， 如 保护 柱 、 预 饱和 柱 、 浓 缩 柱 等 。 
保护 柱 (guard column) 用 于 除去 有 害 物 质 ， 以 延长 柱 寿 命 的 预 柱 。 
预 饱和 柱 (pre-saturation column ) 使 流动 相 在 进入 色谱 柱 前 被 固定 液 饱 和 ， 以 防止 色谱 
柱 内 固定 液 流 失 而 具 有 较 高 固定 液 含量 的 预 柱 。 
整体 柱 〈monolithic column) 以 整体 材料 作为 分 离 介质 的 色谱 柱 ， 也 叫 连 续 床 色谱 柱 。 
抑制 柱 〈suppression column ) 离子 色谱 法 中 ， 利 用 离子 交换 反应 抑制 色谱 柱 后 流出 液 
中 流动 相 的 高 电导 率 离 子 的 柱 管 。 
往复 泵 (reciprocating pump ) 
的 部 件 。 
注射 泵 (syringe pump) 用 电动 机 驱动 ， 液 垂 内 活塞 以 一 定 的 速率 向 前 推进 ， 从 而 输送 
流动 相 的 部 件 。 
气动 泵 (pneumatic pump) 用 气体 作 动力 驱动 活塞 输送 流动 相 的 部 件 。 
蠕动 泵 (peristaltic pump) 用 挤 压 富有 弹性 的 软 管 的 方式 输送 流动 相 的 部 件 。 
柱 塞 泵 (plunger pump) 一 种 以 小 直径 宝石 杆 作 活塞, 生体 容积 较 小 的 往复 泵 。 其 流量 
可 以 采用 电子 线路 进行 闭环 控制 ， 恒 流 精 度 较 高 。 
检测 器 (detector) 能 检测 色谱 柱 流出 组 分 及 其 量 的 变化 的 器 件 。 
微分 检测 器 (differential detector) ”响应 值 取 决 于 组 分 瞬时 量 的 检测 器 。 
积分 检测 器 (integral detector) ”响应 值 取决 于 组 分 累积 量 的 检测 器 。 
总 体 性 能 检测 器 (bulk property detector) 响应 值 取 决 于 流出 液 某 些 物理 性 质 总 变化 的 
检测 器 。 
溶质 性 能 检测 器 〈solute property detector) 响应 值 取 决 于 流出 液 中 组 分 的 物理 或 化 学 特 
性 的 检测 器 。 
( 示 差 ) 折光 检测 器 〈[differential] refractive index detector) 利用 流出 液 和 流动 相 之 间 折 
射 率 的 差异 而 产生 电信 号 的 器 件 。 
荧光 检测 器 (fluorescence detector) 利用 组 分 在 光源 激发 下 发 射 严 光 而 产生 电信 号 的 器 件 。 
紫外 -可 见 光 检测 器 (ultraviolet visible detector) ”利用 组 分 在 紫外 -可 见 光 的 波长 范围 内 
有 特征 吸收 而 产生 电信 号 的 器 件 。 
电化 学 检测 器 (electrochemical detector) 通过 色谱 柱 流出 物 的 电化 学 过 程 而 产生 
的 器 件 。 
蒸发 〈 激 光 ) 光 散 射 检测 器 (evaporative [laser] light scattering detector) 利用 激光 器 作 
光源 ， 测 量 高 分 子 溶液 散射 光 强 度 的 电信 和 号 的 器 件 。 是 一 种 分 子 量 检测 器 。 
浓度 敏感 型 检测 器 (concentration sensitive detector) 又 称 浓度 型 检测 器 。 啊 应 值 取决 于 
组 分 浓度 的 检测 器 。 
质量 流速 敏感 型 检测 器 (mass flow rate sensitive detector) 义 称 质量 型 检测 器 。 响 应 值 
取决 于 组 分 质量 流量 的 检测 器 。 
质谱 检测 器 (MSD，mass spectrometric detector) ”使 所 含 组 分 离子 化 ， 然 后 利用 不 同 离 
子 在 电场 或 磁场 的 运动 行为 的 不 同 ， 把 离子 按 质 荷 比 (m/z) 分 开 而 得 到 质谱 ， 通 过 样品 的 质 
















































































































































































电动 机 驱动 活塞 在 液 生 内 作 往复 运动 ， 从 而 输送 流动 相 
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谱 和 相关 信息 ， 可 以 得 到 样品 的 定性 定量 结果 的 检测 器 。 











微 库仑 检测 器 (micro coulometric detector) 叉 称 电量 检测 器 。 利 | 

















而 消耗 的 电量 与 被 测 组 分 的 化 学 当量 的 关系 进 
素 等 的 化 合 物 。 





有 数据 处 理 、 























光电 二 极 管 阵列 检测 器 (photodiode array detector) 利 ) 
硅 服 摄像 管 等 作为 检测 元 人 





柱 后 反应 器 (post-column reactor) 





记录 器 (recorder) 记录 由 检测 系 


积分 仪 (integrator) 

















进 样 器 (injector) | 








F 的 检测 器 。 


行 分 析 的 检测 器 。 主 要 
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液 相 色谱 基础 | 


















































光电 二 极 管 阮 




















对 色谱 柱 流出 组 分 进行 化 学 反应 的 器 件 。 
体积 标记 器 (volume marker) 在 体积 排 阻 色谱 法 中 ， 标 记 洗 脱 体 积 的 记录 或 计数 的 器 件 。 
统 所 产生 的 随时 间 变 化 的 电信 号 的 仪器 。 

















工作 站 (work station) 记录 并 处 














按时 间 累 积 检测 系统 所 产生 电信 号 的 仪器 。 
馏分 收集 器 (fraction collector) 可 按时 间或 体积 收集 色谱 柱 流 昌 


j 于 将 样品 注入 液 相 色谱 系统 的 装置 。 














理 色谱 
































分 析 功 能 ， 有 些 也 兼 




















储 液 器 (reservoir) 液 相 色谱 仪 





言 号 、 数 据 的 装置 ， 
仪器 控制 功能 。 




















存储 流动 相 的 容器 。 





液 相 色谱 柱 装 填 机 (packing machine [liquid chromatographic column]) 装填 液 相 色谱 柱 











的 专用 装置 。 它 由 一 个 高 压 泵 和 人 勾 浆 饶 组 成 。 


起 分 























五 、 固 定 相 和 流动 相 
固定 相 (stationary phase) 色谱 柱 
离 作用 的 物质 。 























固定 液 (stationary liquid) 固定 相 的 组 成 部 分 ， 指 涂 渍 在 载体 表面 起 分 离 作 
负载 固定 液 的 惰性 固体 物质 。 
用 于 填充 色谱 柱 的 粒状 固定 相 ， 或 连续 床 层 固定 相 。 
j 化 学 反应 在 载体 表 画 








载体 (support) 
柱 填充 剂 (column packing) 














化 学 键 合 相 填 充 剂 (chemically bonded phase packing) 


基 团 的 填充 剂 。 


交换 作用 而 不 改变 其 本 身 的 一 般 物 到 
负载 亲 和 配 位 体 或 其 他 活性 基 

在 液 相 色谱 中 用 
在 柱 液 相 色 谱 法 


等 )、 


薄 壳 型 填充 剂 (pellicular packing) 
多 和 孔 型 填充 剂 (porous packing) 
吸附 剂 (adsorbent) 








8 液 的 装置 。 


目前 大 多 数 色 谱 工 作 站 具 





F 列 (或 CCD 阵 





为 使 库仑 池 恢 复 平衡 


于 检测 含 硫 、 毛 、 


列 、 








内 、 薄 层 板 、 薄 层 棒 或 纸 上 (包括 纸 本 身 ) 不 移动 的 、 




































































在 惰性 核 表 面 


























颗粒 表面 的 了 




















离子 交换 剂 (ion exchanger) 



































基体 (matrix) 
流动 相 (mobile phase) 
洗 脱 淋 洗 剂 〈eluant) 
改 性 剂 modifier) 
六 、 色 谱 参 数 
色谱 数据 (chromatography data) 
样品 名 称 、 












































分 析 报 告 等 )、 审 计 跟 踪 信 息 。 








L 延 伸 到 
























































包括 仪器 信息 《仪器 编号 、 仪 器 控制 及 序列 参数 日 
果 、 校 准 表 、 报 告 模板 、 





操作 者 姓名 、 谱 图 数据 、 分 析 结果 〈 积 分 参数 及 结 


以 携带 试 样 以 及 展 了 
Ph 用 作 流动 相 的 液体 。 
加 入 流动 相 中 能 改变 分 离 性 能 的 少量 试剂 或 溶剂 。 





的 固体 物质 。 
于 或 洗 脱 组 分 的 液体 。 
































有 一 均匀 多 和 孔 薄 层 的 填充 剂 。 
颗粒 内 部 的 填充 剂 。 

具有 吸附 活性 并 用 于 色谱 分 离 的 固体 物质 。 
种 具有 可 交换 离子 的 聚合 电解 质 ， 能 参与 溶液 
E 特 性。 








j 键 合 特定 


离子 的 











bs 


4PN 








履 | 小 
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死 时 间 (to，dead time) 不 被 固定 相 
滞留 的 组 分 ， 从 进 样 到 出 现 峰 最 大 值 所 需 
的 时 间 ， 见 图 1-3。 

保留 时 间 (tnx，retention time) 组 分 
从 进 样 到 出 现 峰 最 大 值 所 需 的 时 间 ， 见 
图 1-3。 

调整 保留 时 间 ( tr，adjusted retention 
time) 减 去 死 时 间 的 保留 时 间 ， 见 图 1-3。 

死 体 积 (Vo。，dead volume) 不 被 固 
定 相 滞留 的 组 分 ， 从 进 样 到 出 现 峰 最 大 值 
所 需 的 流动 相 体 积 。 

Vo=toX Fe (1-6) 
| 色谱 参 数 其 中 ，Fc 为 体积 流量 。 


屋 
























































保留 体积 (Ve，retention volume) 组 分 从 进 样 到 出 现 峰 最 大 值 所 需 的 流动 相 的 体积 。 
Vat X Fe (1-7) 
调整 保留 体积 〈( Vi ，adjusted retention volume) 减 去 死 体 积 的 保留 体积 。 
柱 外 体积 (Vt(，extra-column volume) 从 进 样 系统 到 检测 器 之 间 色 谱 柱 以 外 的 流 路 部 
分 所 占有 的 体积 。 
粒 间 体积 (Vn，interstitial volume) 色谱 柱 填 充 剂 颗粒 间 际 中 流动 相 所 占有 的 体积 。 
多 和 孔 填 充 剂 的 孔 体 积 〈(V,，pore volume of porous packing) 色谱 柱 中 多 和 孔 填充 剂 的 所 有 
孔洞 中 流动 相 所 占有 的 体积 。 
液 相 总 体积 (Vio，total liquid volume) 粒 间 体积 、 孔 体积 和 柱 外 体积 之 和 。 
Vin=Vmt Vpt Vext (1-8) 
洗 脱 体积 〈《V，elution volume) ”从 进 样 开始 计算 的 通过 色谱 柱 的 实际 洗 脱 剂 体积 。 
流体 动力 学 体积 (Vi，hydrodynamic volume) 每 摩尔 的 高 分 子 化 合 物 在 溶液 中 运动 时 
所 占有 的 体积 。 其 与 高 分 子 化 合 物 的 分 子 量 (M) 和 特性 颖 度 《w) 的 乘积 成 正比 。 
V [7xmM (1-9) 
相对 保留 值 “rs，relative retention value) 在 相同 操作 条 件 下 ， 组 分 与 参 比 组 分 的 调整 
保留 值 之 比 。 














































































































万- V 
RO) RG) 

1 = -228 .= (1-10) 
加 Vee 














分 离 因 子 (ag，separation factor) 在 相同 操作 条 件 下 ， 两 个 相 邻 组 分 的 调整 保留 值 之 比 。 
液 相 色谱 中 ,考虑 到 死 时 间 不 易 测 定 ， 此 外 ， 有 具有 不 同 容量 因子 溶质 的 理论 塔 板 数 基本 相同 ， 
因此 常 直 接 用 保留 时 间 之 比 考察 相 邻 两 峰 的 分 离 效 果 。 

折合 塔 板 高 度 (h,，reduced plate height) 折合 成 固定 相 单位 粒 径 的 理论 塔 板 高 度 。 





























































































































式 中 ,万 为 塔 板 高 度 ，4d， 为 粒 径 。 
分 离 度 CR，resolution) 两 个 相 邻 色谱 峰 的 分 离 程度 ， 以 两 个 组 分 保留 值 之 差 与 其 平均 
峰 宽 值 之 比 表示 ， 见 图 1-3。 
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2(1h 6) —tka)) 
W,+W 


R= (1-12) 






液 相 载 荷 量 (liquid phase loading) 在 
填充 柱 中 ， 固 定 液 与 固定 相 包括 固定 液 和 载 
体 的 相对 量 ， 用 质量 分 数 表示 ，%。 

离子 交换 容量 (ion exchange capacity) 
单位 质量 或 体积 的 离子 交换 剂 中 含有 可 交换 色谱 峰 形 
的 离子 的 物质 的 量 ， 以 mmol/g 或 mmol/ml 表示 。 

负载 容量 (loading capacity) 在 柱 效 能 下 降 不 超过 10% 的 情况 下 色谱 柱 的 最 大 进 样 量 。 

渗透 极限 (permeability limit) 在 体积 排 阻 色谱 法 中 ， 柱 上 能 够 进行 分 离 的 高 分 子 化 合 
物 的 最 低 分 子 量 值 。 

排 阻 极限 (Vi.max，exclusion limit) 在 体积 排 阻 色谱 法 中 ， 柱 上 能 够 进行 分 离 的 高 分 子 
化 合 物 的 最 高 分 子 量 值 。 


孚 伸 沿 


























1OSA 






































































































































拖 尾 因子 (7，tailing factor) 在 5% 峰 高 处 的 峰 宽 (Woosn) 与 峰 极 大 值 到 前 伸 沿 之 间 二 
倍 距离 (2dL) 之 比 ， 见 图 1-4。 
W 
T= 0.05h a 
24, (1-13) 























柱 外 效应 (extra-column effect) 从 进 样 系统 到 检测 器 之 间 色 谱 柱 以 外 的 流 路 部 分 ， 由 进 
样 方式 、 扩 散 等 因素 对 柱 效 产生 的 影响 。 
管 壁 效 应 〈wall effect) 组 分 在 流动 相 内 移动 的 过 程 中 ， 由 于 色谱 柱 中 央 和 边缘 部 分 的 
流速 不 一 致 所 产生 的 径 向 扩散 对 柱 效 的 影响 。 
间隔 臂 效 应 (spacer arm effect) 配 位 体 与 基体 之 间 连 接 的 间隔 臂 分 子 的 间隔 长 度 对 配 位 
体 与 大 分 子 之 间 的 亲和力 所 产生 的 影响 。 

柱 效 能 (column efficiency) 色谱 柱 在 色谱 分 离 过 程 中 主要 由 动力 学 因素 操作 参数 所 决 
定 的 分 离 效能 。 通 常用 理论 塔 板 数 、 理 论 塔 板 高 度 或 有 效 塔 板 数 表 示 。 

理论 塔 板 数 (CNW，number of theoretical plate) 表示 柱 效 能 的 物理 量 。 


2 2 

I 

N=5.54| -至 16 入 (1-14) 
h/2 W 

















































































































































































































式 中 ，Wiw 为 半 高 峰 宽 ，cm 或 min; 本 为 峰 宽 ，cm 或 min。 
理论 塔 板 高 度 〈 瓦 ，height equivalent to a theoretical plate) 单位 理论 塔 板 的 柱 长 。 
有 效 塔 板 数 (Nef，number of effective plate) 用 调整 保留 时 间 表 示 柱 效能 的 物理 量 。 


1 \2 1 \2 
t t 
No -ss 区 | -ad 本 (1-15) 
Wi WwW 


分 离 数 〈“T,，separation number) ”两 个 相 邻 的 正 构 烷烃 峰之 间 可 容纳 的 峰 数 。 

容量 因子 (Kk'"，capacity factor) 在 平衡 状态 时 ， 组 分 在 固定 液 与 流动 相 中 的 质量 之 比 。 
柱 容量 (column capacity) 又 称 柱 负荷 。 在 不 影响 柱 效能 的 情况 下 允许 的 最 大 进 样 量 。 
七 、 其 他 概念 

归 一 化 法 Cnormalization method) 一 种 液 相 色 谱 定 量 方法 。 试 样 中 全 部 组 分 都 显示 出 色 
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改 | 小 
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谱 峰 时 ， 测 量 的 全 部 峰值 ， 经 相应 的 校正 因子 校准 并 归 一 化 后 ， 计 算 每 个 组 分 的 百 分 含 量 的 
方法 。 
内 标 法 (internal standard method) 一 种 液 相 色谱 定量 分 析 方 法 。 在 已 知 量 的 试 样 中 加 






























































































































































入 能 与 所 有 组 分 完全 分 离 的 已 知 量 的 内 标 物质 ， 用 相应 的 校正 因子 校准 待 测 组 分 的 峰值 并 与 
内 标 物质 的 峰值 进行 比较 ， 求 出 待 测 组 分 的 百 分 含量 的 方法 。 

外 标 法 (external standard method) 一 种 液 相 色谱 定量 方法 。 在 相同 的 操作 条 件 下 ， 分 
别 将 等 量 的 试 样 和 含 待 测 组 分 的 标准 试 样 进行 色谱 分 析 ， 比 较 试 样 与 标准 试 样 中 待 测 组 分 的 






































峰值 ， 求 出 待 测 组 分 的 含量 的 方法 。 
倒 加 法 (addition method) 一 种 液 相 色谱 定量 分 析 方 法 。 测 量 试 样 中 待 测 组 分 及 一 邻近 
组 分 的 峰值 后 ， 在 已 知 量 的 试 样 中 加 入 一 定量 的 待 测 组 分 ， 再 测量 此 两 组 分 的 峰值 ， 求 出 待 
测 组 分 含量 的 方法 。 
峰 面 积 百 分 比 法 (peak area percent) 计算 其 
和 的 百分数 的 定量 方法 。 





























































































































和 面积 在 样品 中 所 有 组 分 峰 面 积 












































XS 100% (1-16) 

式 中 : XX; 为 试 样 中 组 分 i 的 含量 ，A4; 为 试 样 中 组 分 i 的 峰 面 积 ，cm”。 

普 适 校准 曲线 、 函 数 (calibration function or curve [function]) 在 体积 排 阻 色谱 法 中 ， 用 
流体 动力 学 体积 作为 分 子 参 数 的 分 离 校准 曲线 或 函数 。 

谱 带 扩展 (band broadening) 纵向 扩散 、 传 质 阻 力 等 因素 的 影响 使 组 分 在 色谱 柱 内 移动 
的 过 程 中 谱 带 宽度 增加 的 现象 。 

分 离 作用 的 校准 函数 或 校准 曲线 (universal calibration function or curve [of separation]) 
在 色谱 柱 的 理想 工作 条 件 下 ， 用 数学 函数 或 曲线 形式 表示 的 单 分 散 高 分 子 的 分 子 参数 〈 如 分 
子 量 ， 特 性 荞 度 ， 流 体力 学 体积 等 ) 与 其 保留 体积 之 间 的 关系 。 

加 宽 校 正 (broadening correction) 在 体积 排 阻 色谱 法 中 ， 对 谱 带 加 宽 引 起 的 误差 进行 的 









































































































































校正 





加 宽 校 正 因 子 (broadening correction factor) ”对 色谱 峰 的 加 宽 进 行 校正 的 数值 因子 。 
溶剂 强度 参数 (ef，solvent strength parameter) ”以 溶剂 作为 流动 相 时 ， 在 选 定 的 吸附 剂 
上 的 洗 脱 能 力 的 大 小 ， 相 当 于 每 一 单位 面积 的 吸附 剂 表面 上 溶剂 的 吸附 能 。 

洗 脱 序列 〈elutropic series) 根据 溶剂 强度 参数 由 小 到 大 排列 的 顺序 。 

等 度 洗 脱 (isocratic elution) 用 单一 的 或 一 定 组 成 的 流动 相连 续 洗 脱 的 过 程 。 

梯度 洗 脱 (gradient elution) 间断 地 或 连续 地 改变 流动 相 的 组 成 或 其 他 操作 条 件 ， 从 而 
改变 其 色谱 洗 脱 能 力 的 过 程 。 

再 循环 洗 脱 (recycling elution) 色谱 柱 流 出 组 分 经 过 
离 ， 以 增加 分 离 程度 的 洗 脱 过 程 。 

线性 溶剂 强度 梯度 洗 脱 (linear solvent strength gradient elution) 流动 相 中 溶剂 强度 参数 
较 强 或 较 弱 的 组 分 的 体积 百分数 随时 间或 洗 脱 体积 呈 线 性 变化 。 

程序 溶剂 (programmed solvent) 按照 预定 程序 连续 地 或 分 阶地 改变 流动 相 组 成 的 一 
种 技术 。 

程序 压力 (programmed pressure) 按照 预定 程序 连续 地 或 分 阶地 增加 操作 系统 压力 的 一 
种 技术 。 
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了 循环 装置 又 送 入 色谱 柱 进行 再 分 
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程序 流速 (programmed flow) 
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按照 预定 程序 连续 地 或 分 阶地 改变 流动 相 移 动 速度 的 一 





种 技术 。 

色 浆 填充 (slurry packing) 用 适当 的 溶剂 将 填充 剂 配制 成 义 浆 悬浮 液 ， 然 后 在 高 压 下 填 
充 色 谱 柱 的 方法 。 

停 流 进 样 (stop-flow injection) 暂停 流动 相 液 流 后 再 注入 试 样 的 进 样 操作 。 

阀 进 样 (valve injection) 试 样 的 计量 管 连接 在 输送 流动 相 的 进 样 阀 的 旁 路 上 ， 通 过 阀 
的 切换 ， 使 流动 相通 过 计量 管 注入 试 样 的 进 样 操作 。 

柱 上 富 集 (on-column enrichment) 试 样 通过 色谱 柱 时 ， 使 痕 量 组 分 在 色谱 柱 上 逐渐 地 
增加 的 一 种 分 离 技 术 。 

流出 液 (eluate〉 在 色谱 过 程 中 ， 通 过 色谱 柱 后 流出 的 液体 。 

柱 上 检测 〈on-column detection) 利用 高 灵敏 检测 技术 ， 对 毛细 管 柱 中 国定 相 末 端的 流 
出 组 分 直接 进行 检测 ， 以 减少 毛细 管 柱 与 检测 器 之 间 的 柱 外 效应 。 

柱 寿 命 (column life) 色谱 柱 保持 在 一 定 的 柱 效 能 条 件 下 使 用 的 期 限 。 

柱 流失 (column bleeding) 固定 液 随 流动 相 流出 柱 外 的 现象 。 

脱 气 (degassing) ”除去 流动 相 中 溶解 的 气体 的 操作 。 

沟 流 (channeling) 色谱 柱 填 充 层 出 现 开裂 的 槽 沟 ， 携 带 组 分 的 流动 相 顺 着 模 沟 移动 ， 
而 不 能 与 固定 相 充分 有 效 接触 的 现象 。 

过 载 (overloading) 进 样 量 超出 柱 容 量 时 ， 产 生 不 对 称 峰 形 的 现象 。 此 时 溶质 在 
的 吸附 为 非 线 性 吸附 ， 在 大 多 数 情况 下 ， 随 进 样 量 增加 ， 溶 质 的 保留 时 间 减 小 。 

第 三 节 “ 几 个 重要 色谱 参数 的 计算 及 测定 方法 

一 、 保 留 时 间 和 保留 体积 

保留 时 间 (tx) 为 从 进 样 开 始 到 柱 后 出 现 组 分 浓度 最 大 值 所 需 的 时 间 ， 而 保留 体积 (Vr) 
为 在 保留 时 间 内 流动 相 流 过 的 体积 。 溶 质 的 流出 时 间 与 流动 相 流 速成 反比 ,保留 时 间 和 保留 体 
积 呈 正比 例 关 系 。 在 色谱 柱 内 不 保留 组 分 的 流出 时 间 为 死 时 间 (10), 死 时 间 不 仅 与 柱 结 构 有 关 ， 
而 且 也 与 进 样 系统 和 检测 系统 有 关 。 当 柱 外 体积 可 以 忽略 不 计时 ， 死 体积 〈W) 等 于 柱 内 流动 
相 所 占有 的 体积 ， 也 用 侣 表示 。 如 果 固 定 相 的 体积 为 及， 则 对 于 不 同 的 色谱 模式 ， 此 有 : 


































































































































































































































































































料 上 



































































































































Vi =V, 二 KW (1-17) 
分 配 系 数 (k) 定义 为 : 
nV 
k= s m 
i (1-18) 





其 中 ，n,、nm 分 别 为 溶质 在 固定 相 和 流动 相 中 的 量 。 
调整 保留 时 间 (为 溶质 的 保留 时 间 中 扣除 死 时 间 得 到 的 结果 ， 能 更 确切 地 反映 溶质 
被 保留 的 特征 。 对 应 的 ， 溶 质保 留 体积 与 死 体积 之 差 为 调整 保留 体积 ( Vi )。 



























































(1-19) 
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丰 =trk -io 


wy (1-20) 


保留 时 间 与 保留 体积 之 间 的 关系 由 式 (1-7) 确定 。 色 谱系 统 及 操作 条 件 一 定时 ， 不 同化 








改 | 小 
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合 物 具 有 特定 的 保留 值 ， 这 也 是 色谱 定性 的 基本 依据 。 
容量 因子 (kK') 是 色谱 法 中 广泛 采用 的 男 一 个 保留 值 参 数 。 定 义 为 样品 组 分 在 固定 相 和 
流动 相 中 量 的 比值 。 
















































































k'=— (1-21) 
n 


m 


结合 儿 种 色谱 保留 参数 的 定义 ， 可 以 得 到 : 











也 
大 = 大 一 于 
Vv (1-22) 


S 





有 不 ~ 
或 f=b(1+k) (1-23) 
0 


在 液 相 色谱 中 , 由 于 流动 相 参 与 溶质 的 分 配 过 程 , 因此 样品 组 分 的 保留 值 不 仅 与 固定 
相 的 性 质 和 柱 温 有 关 , 而 且 也 与 流动 相 的 组 成 和 性 质 有 关 , 但 理论 上 与 流动 相 流速 及 柱 尺 
寸 无 关 。 
液 相 色谱 中 死 时 间 的 测定 较为 复杂 。 这 是 因为 一 方面 很 难 找到 在 固定 相 上 完全 不 保留 ， 
而 在 常用 的 紫外 检测 器 上 有 响应 信号 的 惰性 溶质 用 于 死 时 间 的 测定 ; 另 一 方面 由 于 空间 排斥 
作用 ， 一 些 较 大 的 溶质 不 能 进入 到 固定 相 微 也 中， 可 能 在 真实 死 时 间 前 流出 ， 不 易 被 判断 。 
液 相 色谱 中 一 般 常 用 下 面 几 种 方法 测定 死 时 间 。 

Q 用 混合 溶剂 作为 流动 相 时 ， 以 在 检测 器 上 有 
标记 物 。 

@ 在 全 浓度 范围 内 连续 变化 的 流动 相 组 成 ， 以 蛋白 质保 留 值 最 小 的 保留 时 间作 为 死 
时 间 。 
@@ 在 正 相 色谱 中 ， 采 用 紫外 检测 器 时 ， 四 和 氯 乙 烯 可 作为 惰性 洲 质 。 在 反 相 色谱 中 也 可 采 
j 葵 甲酸、 硝酸 、 亚 硝酸 或 高 氧 酸 等 作为 惰性 溶质 5"9。 
@ 采用 比 流动 相 深 剂 分 子 少 一 个 “CH2” 基 团 的 同系 物 测定 。 如 以 己 烷 为 流动 相 溶剂 时 ， 
可 以 采用 戊 烷 测 定 死 时 间 。 也 可 以 通过 同系 线性 规律 经 计算 得 到 )。 

@ 用 放射 性 标记 的 方法 测定 。 如 以 水 为 流动 相 时 可 以 采用 重水 为 标记 物 进行 测定 。 

在 实验 条 件 不 具备 ， 且 只 需要 死 时 间 的 估 值 时 ， 可 采用 公式 〈1-24) 计算 : 
空 柱 管 体积 x 柱 总 孔 际 度 (&1) 

流动 相 体积 流 量 (F) 
计算 准确 程度 与 柱 径 的 均匀 程度 、 填 充 的 紧密 程度 及 柱 外 死 体 积 所 占 的 比例 有 关 。 对 填 
充 良 好 的 色谱 柱 ， 以 多 孔 硅 胶 为 基质 的 填料 ，&r=0.82 一 0.85， 而 对 于 薄 壳 型 填料 ， 科 兰 0.4。 

二 、 柱 效能 指标 

在 色谱 过 程 中 ， 柱 效 是 色谱 柱 分 离 能 力 的 度量 ， 主 要 由 操作 参数 和 动力 学 因素 决定 。 一 
般 可 通过 测定 色谱 柱 的 塔 板 数 、 分 离 度 等 加 以 评价 。 

假设 溶质 谱 带 的 分 布 满足 高 斯 分 布 ， 可 将 理论 塔 板 数 CN) 定义 为 : 


2 
加 (1-25) 
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车 信 号 的 纯 溶 剂 作为 测定 死 时 间 的 






















































































































































































b= (1-24) 











































































































其 中 o 为 分 布 的 方差。 
以 式 〈1-25) 计算 柱 效 不 很 方便 ， 可 以 将 其 改写 成 : 
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六 室 5 于 -] -! os ] (1-14) 
理论 堪 板 高 度 《 太 ) 被 定义 为 单位 理论 堪 板 所 占据 的 色谱 杜 长 度 〔L)， 即 
区 三 攻 (1-26) 
N 

















考虑 到 样品 在 通过 柱 内 空 际 时 并 不 与 固定 相 发 生 质 量 交 换 ， 因 此 采 
塔 板 数 更 为 合理 ， 如 此 得 到 的 塔 板 数 被 称 为 有 效 塔 板 数 《Nene): 


] 调 整 保留 时 间 计 算 
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/ 1 \2 
wa =5s4 下 | -ld 全 | (1-15) 
Ws W 
或 
x Y 
N。 = xi (1-27) 
1+k’ 
显然 ， 当 k' 较 小 时 ,理论 塔 板 数 与 有 效 塔 板 数 相差 较 大 。 随 着 k' 的 增加 ， 两 者 之 差 逐渐 
减 小 
单位 有 效 塔 板 所 占据 的 色谱 柱 长 度 称 为 有 效 载 板 高 度 Hen): 
八 2 
关 三 到 -a (1-28) 
Nor k 
相 令 两 峰 保留 时 间 之 差 与 半 高 峰 宽 之 和 “Atws〉 的 比值 被 定义 为 分 离 效 能 总 指标 (Ki1): 
二 如) 一 tr) 
2 Ahuvam 下 Ahvao) We 
注意 到 两 峰 相 邻 时 近似 地 有 An = Ah) ， 因 此 : 
K, = 2 0 (1-30) 
' 2At,, 
两 组 分 保留 值 之 差 与 其 平均 峰 宽 值 之 比 被 定义 为 分 离 度 (R): 
hei (1-12) 
W, +W 
分 离 度 也 可 以 用 于 表示 两 相 邻 色谱 峰 的 分 离 程 
度 。 由 于 两 峰 相 邻 ， WW,, 因此 : 
1 一 上 
R= (1-31) 
W 
R 与 Ki 之 间 的 关系 为 : 
Ki=0.59R (1-32) 
对 于 痕 量 组 分 《尤其 是 复杂 样品 体系 中 的 痕 量 
组 分 ) 的 分 析 ， 通 常 采 用 峰 高 定量 ， 因 此 在 色谱 图 
上 至 少 应 得 到 一 个 表示 其 存在 的 肩 峰 。 如 图 1-5 所 
修 ， 定义 峰 高 分 离 度 CR D): 
hh —h 
AR 人 (1-33 ) 必 的 定义 


max 


式 中 ，hwax 为 两 峰 中 较 矮 组 分 的 峰 高 。 





圳 | 小 
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一 般 认为 只 要 及 >5% 就 可 以 满足 色谱 定性 的 要 求 。 






































































































































































































































































































































为 了 使 总 分 离 效 能 指标 能 直接 与 所 分 析 组 分 的 多 少 相 关联 ， 可 以 用 峰 容 量 (P) 来 评价 
色谱 柱 。 峰 容量 (P) 被 定义 为 : 色谱 条 件 一 定时 ， 在 指定 的 时 间 内 ， 能 够 在 色谱 柱 中 流出 
的 满足 分 离 度 要 求 的 等 高 色谱 峰 的 个 数 。 

当 所 有 溶质 具有 相同 柱 效 n 时， 有 : 

P= 2 +1 (1-34) 
In(2.35K, / Vn” +1) 
式 中 ， 忆 为 最 后 一 个 峰 的 容量 因子 。 
对 和 蛋白质 、 天 然 产 物 等 的 多 维 分 析 ， 也 常 采 用 特别 的 峰 容量 定义 。 
第 四 节 ” 液 相 色 谱 基 础 理论 

色谱 过 程 可 以 看 作 是 一 种 特殊 的 管 路 系统 输 运 过 程 ， 组 分 在 色谱 过 程 中 受到 多 种 流 与 力 
的 作用 ， 不 同 分 子 结构 的 组 分 在 迁移 过 程 中 所 受到 的 滞留 作用 也 有 所 不 同 ， 并 产生 迁移 速度 
差别 ， 最 后 实现 分 离 。 

色谱 理论 可 分 为 色谱 热力 学 和 色谱 动力 学 两 大 部 分 。 色 谱 热 力学 理论 主要 研究 溶质 在 柱 
过 程 中 的 分 离 机 制 及 分 子 特征 与 分 离 结果 之 间 的 关系 ; 而 色谱 动力 学 主要 研究 溶质 在 色谱 过 
程 中 的 输 运 规律 ， 解 释 色 谱 流 出 曲线 的 形状 ， 探 求 影响 色谱 区 带 展 宽 及 峰 形 的 因素 ， 从 而 为 
获得 高 效能 色谱 分 离 结 果 提 供 理论 指导 ， 为 峰 形 预测 、 重 车 峰 的 定量 解析 以 及 选择 最 佳 色 谱 
分 离 方 法 奠定 理论 基础 。 




















一 、 相 平衡 理论 































































































相 和 平衡 理论 认为 溶质 在 流动 相 和 固定 相 之 间 达 成 平衡 。 
分 配 系 数 (k) 为 一 定 温度 下 样品 组 分 在 固定 相 和 流动 相间 达到 分 配 平衡 时 的 浓度 比 : 
nV 
k= 
nV (1-17) 
组 分 在 两 相 中 的 浓度 很 稀 ， 操 作 条 件 ( 流 动 相 、 固 定 相 、 温 度 等 ) 一 定时 ， 根 据 亨利 定 
律 ， 不 同 组 分 的 分 配 系 数 差异 只 取决 于 物质 的 结构 特征 。 对 不 同 的 色谱 分 离 模 式 ， 可 将 式 
(1-17) 的 分 配 系数 定义 拓宽 为 吸附 色谱 的 吸附 系数 、 离 子 交 换 色 谱 的 选择 性 系数 及 凝 胶 色 谱 
的 渗透 系数 等 。 
如 果 单 位 时 间 内 一 个 溶质 分 子 在 流动 相 和 固定 相 中 出 现 的 概率 分 别 为 p' 和 1-p', 说 明 该 
分 子 在 两 相 中 的 停留 时 间 之 比 为 (1-p)/p'"。 对 大 量 溶质 分 子 ， 则 表示 有 p' 的 溶质 分 子 存在 于 





























流动 相 中 ， 而 1-p' 的 溶质 分 子 存 在 于 固定 相 中 。 结 合式 (1-17)， 有 : 




















再 根据 p' 的 意义 ， 溶 质 分 子 流 经 整个 
因此 : 
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1 
Ga -0) /i =k =k 





式 〈1-36) 说 明 ， 溶质 的 分 配 系数 越 大 ， 其 在 色谱 柱 中 的 停留 时 间 越 长 。 














(1-35) 


色谱 柱 所 需 时 间 为 不 保留 组 分 所 需 时 间 的 1/p' 售 ， 


(1-36) 
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分 配 系 数 取 决 于 流动 相 、 固 定 相 及 样品 组 分 的 性 质 与 实验 条 件 。 在 液 相 色 谱 中 ， 固 定 相 
确定 后 ， 主 要 靠 调 整流 动 相 极 性 来 调节 分 配 系数 。 
在 实验 条 件 一 定时 ， 溶 质 的 保留 时 间 取 决 于 其 分 配 系数 ， 而 分 配 系 数 与 溶质 的 分 子 结构 
有 关 ， 这 也 是 通过 溶质 保留 时 间 进 行 定性 的 结构 基础 。 可 以 通过 调节 操作 条 件 获 得 适宜 的 保 
留 时 间 范 围 及 组 分 间 的 分 配 系 数 差别 。 

由 式 (1-36) 可 以 进一步 得 到 分 配 系 数 与 保留 体积 的 关系 : 


























































































































V. 
A (1-37) 


m 





式 〈1-37) 说 明 k 越 大 ， 溶 质 的 保留 体积 越 大 。 由 于 保留 时 间 与 流动 相 流 量 有 关 ， 而 保 
留 体积 与 流速 无 关 ， 因 此 也 常用 保留 体积 定性 。 式 (1-37) 是 凝 胶 色谱 法 中 应 用 最 多 的 公式 
pa 

同 理 ， 将 式 〈1-37) 与 注 层 色谱 中 比 移 值 的 定义 结合 ， 也 可 得 到 分 配 系数 (kK) 与 比 
移 值 (Rr) 的 关系 








































































































Vs, 
i (1-38) 
式 《1-38) 是 薄 层 色谱 的 基本 公式 之 一 。 
根据 分 配 系 数 与 比 移 值 的 关系 ， 也 可 以 得 到 : 
1 
R. =——— 1- 
(1-39) 








可 以 看 出 ，k' 大 的 组 分 ，Ri 值 小 。 在 硅胶 ( 极 性 吸附 剂 ) 为 固定 相 的 吸附 色谱 法 中 ， 
增 大 展开 溶剂 的 极 性 ， 极 性 组 分 在 流动 相 中 的 溶解 度 增加 ,容量 因子 变 小 ， 可 以 增 大 组 分 
的 Ri 值 。 

二 、 塔 板 理论 

塔 板 理论 将 色谱 过 程 与 化 工 蒸馏 塔 中 的 精 饮 过程 加 以 类 比 ， 甚 基本 假设 包括 以 下 几 点 。 

QD 色谱 柱 由 若干 个 理论 塔 板 串 联 而 成 ， 溶 质 在 塔 板 内 两 相间 的 分 配 可 以 瞬时 达到 平衡 。 

@ 各 塔 板 的 高 度 万 为 常数 ， 因 此 柱 长 为 的 色谱 柱 对 应 的 塔 板 数 为 

Ne (1-26) 
H 

@) 流动 相通 过 色谱 柱 时 不 是 采用 连续 前 进 的 方式 , 而 是 跳跃 式 地 前 进 ,。 设 g 与 x 分 别 为 
柱 的 横 截 面积 和 流动 相 占 模 截 面 的 分 数 。 因 此 ， 在 一 个 塔 板 内 流动 相 占有 的 空间 为 Hqx。 妆 
通过 色谱 柱 的 流动 相 体 积 为 了 时 ， 相 当 于 流动 相 在 柱 内 每 个 塔 板 上 跳动 的 次 数 〈r) 为 : 

V 
-元 















































































































































































































































(1-40) 


@ 流动 相 不 可 压缩 。 

回 塔 板 从 柱头 至 柱 尾 依次 编号 为 0,1,…,N。 故 总 塔 板 数 为 N+1。 色 谱 过 程 开始 时 全 部 样 
品 集中 在 第 0 号 塔 板 上 。 

@ 溶质 在 流动 相 与 固定 相 之 间 的 分 配 系数 为 常数 。 

在 每 块 塔 板 上 , 某 一 个 溶质 分 子 出 现在 流动 相 内 的 概率 pm 等 于 在 该 塔 板 上 流动 相 中 溶质 
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分 子 的 个 数 与 整个 塔 板 上 溶质 分 子 个 数 之 比 。 由 于 分 子 个 数 与 浓度 成 正比 ， 故 有 : 
Haxc 曙 1 





















































i Hgqxc,, + Hg(l — x)c. 1 1l—x (1-41) 
CG， 
式 中 ，cm、cs 分 别 为 洲 质 在 流动 相 和 固定 相 中 的 浓度 。 结 合 容量 因子 的 概念 ， 整 理 得 : 
= 一 (1-42 ) 
和 





显然 , 在 该 塔 板 上 , 分 子 出 现在 固定 相 内 的 概率 为 1-pnm=KkyVGL+K)。 当 流动 相 跳 动 上 次 时 ， 
如 在 第 n 号 塔 板 上 可 发 现 这 个 分 子 , 必须 要 求 在 这 + 次 跳动 中 该 分 子 有 n 次 存在 于 流动 相 中 ， 
而 r=-n 次 存在 于 固定 相 中 。 分 子 n 次 出 现在 流动 相 内 的 概率 为 p"; r=-n 次 出 现在 固定 相 内 的 概 
率 为 (1-pm)“”。 因 而 ,在 r+ 次 跳动 中 该 分 子 有 nn 次 存在 于 流动 相 中 ， 而 r-n 次 存在 于 固定 相 ' 
的 概率 为 p* (1-pm)“。 完 成 上 述 的 跳动 可 以 按 多 种 方式 进行 ,相当 于 在 7 个 球 中 拒 出 nn 个 球 的 
方式 总 数 ， 其 组 合 为 rV[(r-n)ln!]， 故 该 分 子 经 过 + 次 跳动 后 ， 于 第 n 号 塔 板 上 出 现 的 概率 : 
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plr,n)= pn"(—p,) rl/[r—n)in!] (1-43) 
设 进 样 浓度 为 co， 那么 在 n 号 塔 板 上 样品 的 浓度 : 
c(r,n)=c0p"(l—p,) "rl[(r—n)in!] (1-44) 























式 (1-44) 描述 的 “流出 曲线 ”为 非 对 称 性 的 离散 分 布 形 式 。 在 7 与 n 都 很 大 的 情况 下 ， 
在 其 极 大 值 点 附近 作 Taylor 展开 ， 并 取 前 三 项 作为 近似 ， 可 以 得 到 : 











































































































c= exp[ > —] 
bvr 7 (1-45) 
= (V-V) 
=Cnax eXp[ 一 p? ] 
其 中 ，m 为 样品 量 ,，b,=2HLg?x*k'(l1+k')。 
式 (1-45) 描绘 的 色谱 流出 曲线 是 以 V=V 为 对 称 轴 的 正 态 分 布 曲 线 。 
色谱 流出 曲线 达到 极 大 值 时 : 
m 
(1-46) 








” V2rHLg wk + Kk) 

由 式 (1-46) 可 见 : 
Q 进 样 量 m 越 大 ， 则 cnsx 越 大 ，cmax 与 到 成 正比 ， 这 也 是 色谱 峰 高 定量 法 的 理论 根据 ; 
塔 板 高 度 五 越 小 ， 即 柱 效 越 高 时 ，cwaw/m 越 大 ; 
色谱 柱 越 细 ， 填 充 越 紧 密 ，caavm 越 大 ; 在 保持 其 他 参数 不 变 时 ，qg/ 相同 ，cwax 也 
相同 ， 因 此 单位 体积 柱 管 进 样 量 大 小 可 作为 衡量 柱 管 荷载 的 指标 ; 
色谱 柱 越 短 ，cwmsx/m 越 大 ; 

@ 述 流 出 的 组 分 值 大 ， 增 加 流动 相 内 强 溶剂 浓度 ( 液 相 色谱 〉 都 会 使 变 小 ，cmaw/m 
增加 。 
在 式 〈1-45) 中 ， 当 浓度 为 最 大 值 的 二 分 之 一 时 ，AV =V -Vs ， 用 AV, 表示 。 注 意 到 
Ve = Lgqx(+k")， 则 有 : 
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1 L flrk' 
V. /AV,, = | | (1-47) 
3 Vn2NHNY Kk 


和 
w=sim2| Ve | (1-48) 


1/2 
当 采 用 时 间 坐 标 时 ， 计 算 理 论 塔 板 数 的 公式 可 改写 式 (1-14) 的 形式 。 式 〈1-14) 和 式 
(1-48) 是 在 k' 汪 1 时 得 到 的 简化 形式 ， 实 际 上 无 论 忆 是 否 大 于 1， 这 种 计算 理论 塔 板 数 的 
方法 已 成 为 习惯 用 法 。 
三 、 速 率 理论 
色谱 平衡 理论 假设 组 分 在 整个 色谱 过 程 中 任 一 瞬间 都 能 达成 分 配 平衡 ， 得 到 了 组 分 区 带 
在 柱 内 输 运 的 基本 关系 式 。 但 由 于 平衡 的 假设 ， 使 其 无 法 说 明 组 分 纵向 扩散 和 传 质 速 率 的 有 
限 性 对 色谱 峰 展 宽 的 影响 。 从 严格 的 色谱 动力 学 观点 讲 ， 应 当 根 据 色谱 柱 内 组 分 移动 的 实际 
情况 列 出 相应 的 动力 学 输 运 方程 ， 通 过 求解 这 些 偏 微分 方程 组 获得 描述 色谱 流出 曲线 形状 的 
关系 式 。 
考虑 到 谱 带 运动 过 程 中 组 分 在 流动 相 与 固定 相 之 间 的 平衡 不 能 瞬间 达成 ， 也 就 是 说 组 分 
在 两 相间 交换 的 传 质 速率 并 非 无 限 大 ， 实 现 分 配 平衡 需要 足够 的 时 间 。 在 不 考虑 纵向 扩散 影 
响 的 情况 下 ， 根 据 物 料 平衡 原理 可 以 得 到 : 
O Oc Oc 


unik es m0 (1-49) 
Ox ot Ot 

















































































































































































































































































































其 中 ,4 为 流动 相 线 速度 。 
进一步 假设 溶质 在 两 相间 的 传 质 速率 遵循 线性 动力 学 方程 : 
-Pr = plc, ~ke,) (1-50) 


其 中 8 称 为 动力 学 系数 ， 它 概括 了 由 流动 相 到 固定 相 及 从 固定 相 到 流动 相 的 整个 两 相传 
质 过 程 。 
在 柱头 ， 组 分 浓度 的 变化 曲线 ， 即 进 样 函数 曲线 为 : 
c(0,7)= f (oc) (1-51) 
在 采用 脉冲 进 样 条 件 下 ， 通 过 Laplace 变换 的 方法 求解 式 〈1-49) 一 式 〈1-51)， 可 以 得 
到 在 柱 后 流出 组 分 的 保留 时 间 和 塔 板 高 度 的 表达 式 ， 




































































i = (1-52) 
u 
2uk’ 

i (1-53) 








如 同化 学 反应 一 样 ， 决 定 8 的 主要 因素 是 整个 过 程 中 的 控制 步 又， 即 速度 最 慢 的 步 
又 。 对 吸附 色谱 而 言 , 一 般 认 为 在 吸附 剂 的 内 、 外 表面 吸附 速度 都 比较 快 , 因而 决定 6 的 
主要 因素 是 溶质 分 子 通 过 流动 相 扩 散 至 固定 相 内 表面 的 过 程 ， 即 控制 步骤 为 流动 相 的 传 
质 过 程 。 

如 果 认 为 载体 表面 涂 有 一 层 厚 度 为 帮 的 液 膜 ， 且 液 膜 传 质 是 主要 控制 步 又， 把 液 膜 表面 
视 为 球面 ， 则 有 : 
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B= (1-54) 
其 中 ，D, 为 溶质 在 液 膜 中 的 扩散 系数 。 
色谱 系统 中 ， 谱 带 展 宽 可 以 分 为 柱 内 展 宽 和 柱 外 展 宽 两 部 分 [1; 
0 = Gy + OR (1-55) 
柱 外 谱 带 展 宽 又 称 “ 柱 外 效应 ”， 指 从 进 样 点 到 检测 池 间 除 色谱 柱 以 外 的 所 有 流 路 导致 








的 谱 带 变 宽 。 包 括 进 样 器 、 连 接管 、 检 测 池 等 因素 。 








人 二 2 2 2 
@ 柱 外 二 O 进 样 十 Q 连 接管 十 G 接 头 十 G 检 测 ; 











由 于 液体 的 扩散 系数 小 ， 流 动 相 流量 也 很 少 ， 
内 径 柱 的 表现 更 为 突出 。 村 
分 子 扩散 、 内 扩散 传 质 、 固 相传 质 等 儿 部 分 。 

涡流 扩散 指 由 于 固定 相 颗 粒 对 流动 相 流 动 的 阻 沾 
组 分 在 流动 相 中 形成 涡流 的 现象 。 涡 流 扩散 使 组 分 的 谱 


习 此 




































































内 因素 引起 的 谱 带 展 宽 现 象 为 村 


作用 




















上 十 OF 其 他 (1-56) 
柱 外 效应 在 液 相 色谱 中 十 分 明显 ， 细 
FE 内 谱 带 展 宽 , 主要 包括 涡流 扩散 、 




















导致 流动 方向 不 断 改变 ， 从 而 使 
展 宽 正 比 于 填料 的 颗粒 度 (qb): 
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Hisyiy = 24d, (1-57) 
式 中 ，4 为 填充 不 规则 因子 ， 反 映 了 柱 内 固定 相 填 充 的 不 均匀 程度 。 
分 子 扩散 指 组 分 的 浓 差 梯度 引起 的 扩散 ， 服 从 爱 因 斯 坦 扩散 方程 : 
Hy sym =27D, (1-58) 
式 中 ,yy 为 与 扩散 有 关 的 常数 ，D 为 溶质 在 流动 相 中 的 扩散 系数 。 在 流动 相 线 速度 不 很 
低 的 情况 下 ， 五 zyj 很 小 ， 一 般 可 忽略 。 
流 型 扩散 指 由 于 流动 相 的 径 向 速度 梯度 引起 的 质量 输 运 现象 ， 可 表示 为 : 
H SE (1-59) 
流 型 扩散 D, 
式 中 ，ct 为 与 流 型 有 关 的 常数 ，u 为 流动 相 线 速度 。 
在 固定 相 孔 除 内 ， 流 动 相 液体 相对 静止 ， 组 分 进入 其 中 通过 扩散 进行 的 传 质 过 程 为 内 扩 
散 传 质 。 由 内 扩散 传 质 引起 的 塔 板 高 度 增加 为 : 
H ds (1-60) 
内 扩散 传 质 D, 
式 中 ，csm 为 与 颗粒 内 和 孔 的 传 质 阻力 有 关 的 常数 。 
回 相 传 质 指 组 分 从 流动 相 和 固定 相 界 面 到 固定 相 内 部 及 返回 的 传 质 过 程 。 
Hiaatsrs = 和 - (1-61) 
其 中 ，ck 为 与 固定 相传 质 阻 力 有 关 的 常数 。 
综合 式 (1-56) 一 式 〈1-61)， 可 以 得 到 修正 的 Van Deemter 方程 : 
H -Sa 214 + De } od Cmdr ,ceden (1-62) 
L u D, D, D. 
塔 板 高 度 与 流动 相 流速 之 间 的 关系 如 图 1-6 所 示 。 
由 式 (1-62), 要 获得 高 效能 的 液 相 色谱 分 析 结 果 , 一 般 可 采用 的 措施 包括 : 短 进 样 时 间 ; 
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小 粒度 固定 相 ; 改善 传 质 过 程 ， 选择 适当 的 流动 相 以 及 7 

减 小 检测 器 死 体 积 等 。 | 
四 、 几 个 重要 的 理论 关系 式 rn 了 
1. 色谱 指数 修正 高 斯 模型 A >< 
实际 色谱 过 程 中 很 难 获 得 高 斯 曲线 形式 的 对 称 峰 ， 

一 般 都 是 拖 尾 的 不 对 称 形式 ， 拖 尾 色谱 峰 可 以 采用 指数 ' 

修正 的 高 斯 模型 描述 : 4 J 

3 GDL 下 
4 A A 塔 板 高 度 和 流动 相 
ee Be | 20 | | S03 线 速 度 的 关系 

式 中 , 4 为 色谱 峰 面 积 ，o 是 反映 峰 展 宽 的 高 斯 峰 的 标准 偏差 + 是 反映 色谱 峰 拖 尾 程度 
















































































的 拖 尾 因子 ; 1 为 时 间 参 量 ， ts 是 峰 质 心 的 保留 时 间 ; zt' 为 虚拟 积分 变量 。 实 验 和 理论 外 证 明 
o 和 7 与 保留 值 存在 线性 关系 : 




















o=a, | 
(1-64) 
T=a,+b,t 
这 一 结果 可 用 于 色谱 全 谱 图 的 拟 合 及 不 完全 分 离 色谱 峰 的 定量 ， 对 提高 非 对 称 峰 的 定量 
































精度 也 很 有 帮助 。 
2， 半 峰 宽 规律 
在 一 定 线 速 范围 内 ， 峰 形变 化 尺度 Ws 和 保留 时 间 如 之 间 存 在 线性 关系 : 
W,,, =a+ bt (1-65) 
其 中 ，a、5 为 经 验 和 常数 。 式 (1-65) 说 明 ， 为 了 使 峰 不 至 于 过 度 展 宽 ， 分 析 时 间 应 控制 
在 合理 范围 内 。Snyder 等 中 认为 ， 从 定量 分 析 的 角度 讲 ， 分 析 时 间 不 得 超过 21 倍 的 死 时 间 。 
3. 流动 相 组 成 与 容量 因子 的 关系 
液 相 色谱 中 应 用 最 为 广泛 的 是 反 相 色谱 ， 其 流动 相 的 优化 组 合 直接 关系 到 分 离 效 果 。 在 
只 有 一 种 强 深 剂 〈 甲 醇 或 乙 且 等 ) 的 情况 下 ，Snyder 等 通过 实验 证 实 ， 溶 质 的 容量 因子 的 对 
数值 与 极 性 溶剂 的 摩尔 分 数 或 体积 分 数 呈 线性 关系 ， 即 
In 大 =a+cCp (1-66) 
其 中 ，a、c 为 常数 ，Cs 为 强 溶剂 体积 分 数 。 
卢 佩 章 等 "也 从 理论 上 得 到 相同 的 关系 式 ， 并 且 研 究 了 a、5 与 溶质 分 子 结构 、 固 定 相 
性 质 等 的 关系 。 针 对 正 相 色谱 ， 他 们 也 得 到 类 似 的 关系 式 : 
Ink’=a+tblnC, +cC, (1-67) 
















































































































































































其 中 ，a、b、c 为 经 验 常 数 。 

对 大 多 数 小 分 子 化 合 物 来 说 ，c 约 为 4。 采用 式 〈1-66) 和 式 〈1-67) 可 以 进行 流动 相 的 
优化 和 梯度 选择 。 

4. 温度 规律 与 箭 烩 补偿 

根据 容量 因子 的 定义 ， 以 及 溶质 在 流动 相 和 固定 相 之 间 分 配 常数 与 其 迁移 Gibbs 自由 能 
AG 的 关系 可 以 得 到 : 










































































Ink’=InV, /V. -AG/ RT (1-68) 
式 《1-68) 中 ，AG 作为 一 热力 学 参数 ， 针 对 特定 的 溶质 和 实验 体系 为 常数 ， 因 此 可 以 改 
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| 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色 谱 分 析 











其 中 ，a、 上 4b 为 经 验 常数 。 








式 〈1-69) 说 明 ， 溶 质 的 容量 因 

















Ink'=a+b/T 
子 对 数 与 柱 温 倒 


























(1-69) 


数 呈 正比 。 一 般 地 ，AG<0， 因 此 随 着 








温度 的 增加 ， 溶 质 的 保留 时 间 缩 短 ， 分 析 时 间 加 快 。 
由 化 学 热力 学 可 知 : 







































































AG = AH + RTAS (1-70) 
其 中 ，AH、AS 是 与 AG 对 应 过 程 的 烩 变 和 焙 变 。 
将 式 (1-68) 与 式 (1-70) 结合 有 
Ink’=InV, /V.—AS—AH /RT (1-71) 
由 式 《1-71) 可 知 ， 溶 质 的 容量 因子 ， 或 者 说 两 种 组 分 的 分 离 效果 ， 不 仅 与 其 在 两 相 之 
迁移 的 烩 变 有 关 ， 也 与 其 录 变 有 关 ， 为 两 者 综合 作用 的 结果 。 
通常 情况 下 ， 异 构 体 分 离 的 迁移 灶 变 基本 相同 ， 因 此 主要 由 两 者 迁移 的 烩 变 差 确定 分 离 
效果 。 而 对 于 手 性 化 合 物 的 分 离 而 言 ， 对 映 体 的 迁移 烩 变相 同 ， 分 离 效 果 主 要 取决 于 其 箭 变 。 
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实用 高 效 液 相 色谱 法 的 建立 L.R.Snyder, J.J.Kirkland, J.L.Glajch | 华文 出 版 社 2001 
(第 2 版 ) 著 ; 张 玉 硅 ， 王 杰 ， 张 维 冰 译 
常用 中 药材 HPLC 指纹 图 谱 蔡 宝 昌 ， 刘 训 红 化 学 工业 出 版 社 2005 
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现代 色谱 法 及 其 在 药物 孙 毓 庆 科学 出 版 社 2005 
分 析 中 的 应 
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22 Journal of Chemometrics http://www.interscience.wiley.com/jpages/0886-9383/ 
23 Journal of Chromatographic Science | http://www.j-chrom-sci.com/ 
24 Journal of Chromatography A http://www.sciencedirect.com/science/journal/00219673 
23 Journal of Chromatography B http://www.sciencedirect.com/science/journal/15700232 
26 Journal of Electroanalytical http://www.sciencedirect.com/science/journal/00220728 
Chemistry 
27 Journal of Liquid Chromatography http://www.dekker.com/servlet/product/productid/JLC 
& Related Technologies 
28 Journal of Microcolumn Separations | http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/ (ISSN) 1520-667X 
29 Journal of Pharmaceutical and http://www.sciencedirect.com/science/journal/07317085 
Biomedical Analysis 
30 Journal of the American Society for | http://www.sciencedirect.com/science/journal/10440305 
Mass Spectrometry 
31 LCGC http://www.lcgcmag.com/lcgc/ 
32 LC GC-Magazine of Separation http://www.techexpo.com/toc/lcgc.html 
Science 
33 Microchemical Journal http://www.sciencedirect.com/science/journal/0026265X 
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(3) HPLC Resources-Main http://www.forumsci.co.i/HPLC/ 
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第 一 节 ” 液 相 色谱 柱 的 结构 与 特征 
一 、 色 谱 柱 的 分 类 
基于 不 同 原理 和 角度， 高 效 液 相 色 谱 柱 和 固定 相 可 以 有 不 同 的 分 类 方式 。 液 固 色 谱 固 定 
相 按 基质 材料 可 分 为 无 机 氧化 物 、 聚 合 物 等 主要 类 型 ， 按 结构 和 形状 分 为 薄 壳 型 和 全 和 孔 型 ， 
无 定形 和 球形 ， 整 体 柱 等 ， 按 固定 相 表 面 改 性 与 否 分 为 吸附 型 和 化 学 键 合 型 ， 按 照 分 离 模式 
可 以 分 为 正 相 、 反 相 、 离 子 交 换 、 玻 水 作用 、 体 积 排 阻 、 灯 和 、 手 性 等 类 型 ， 按 照 分 离 规模 
及 色谱 柱 的 几何 尺寸 ， 可 以 分 为 制备 柱 、 分 析 柱 、 微 型 柱 等 类 型 。 表 1-1 中 已 经 给 出 了 按照 
分 离 模 式 分 类 的 原理 及 适用 范围 ， 表 2-1 中 列 出 了 柱 型 与 样品 容量 的 关系 。 
液 相 色 谱 的 不 同 柱 型 
柱 型 柱 内 径 流动 相 流速 样品 容量 
制备 柱 4in ( 守 100mm) 960ml/min 2.5g 
制备 柱 2in (50mm) 240ml/min 600mg 
制备 柱 lin (OT25mm) 61ml/min 150mg 
半 制 备 柱 9mm llml/min 25mg 
常规 柱 4.6mm 0.5~2.0ml/min 0.2~7mg 
细 内 径 柱 2.1mm 0.2~0.4ml/min 0.05~0.2mg 
微 柱 0.8~1.0mm 25~60pl/min 50 一 500hg 
毛细 管 柱 0.1~0.5mm 1~15pl/min 1 一 50hg 
纳米 柱 <0.1mm ln/min <lng 
二 、 色 谱 柱 的 结构 
现代 高 效 液 相 色 谱 大 多 采用 小 粒 径 固 定 相 以 获得 高 柱 效 ， 较 大 的 阻力 需要 在 高 压 下 运 
行 ， 这 也 要 求 色 谱 柱 及 其 连接 必须 满足 耐 高 压 、 不 洪 漏 、 死 体积 小 等 条 件 。 为 了 保证 色谱 柱 
具有 良好 的 密封 性 能 ， 通 常 使 用 带 锥 套 的 线 密封 连接 方式 。 图 2-1 给 出 了 常见 的 高 效 液 相 色 
谱 柱 结构 。 








色谱 柱 结构 


1 一 塑料 保护 墙头 ，2 一 柱头 螺栓 ，3 一 刃 环 ，4 一 密封 








痢 ; 








5 一 第 板 ，6 一 色谱 柱 管 ，7 一 
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2-1 中 ， 当 旋 紧 柱头 螺母 时 ， 刃 环 在 月 


LL 
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E 力 作用 下 问 左 方 移动 ， 刃 环 的 






















































































































































































































































































< iT 端 很 薄 口 

在 挤 压 下 会 变形 并 包 紧 色谱 柱 管 ， 同 时 与 锥 面 接触 形成 环 状 的 密封 面 。 这 种 由 金属 在 高 压 下 
变形 而 形成 的 密封 紧密 可 靠 ， 可 保证 色谱 柱 在 非常 高 的 压力 下 正常 工作 。 

不 同 厂家 生产 的 色谱 柱 出 口 和 入 口 的 接头 长 度 和 为 环 的 角度 不 同 ， 因 此 ， 不 同 品 牌 的 色 
谱 柱 可 能 需要 使 用 不 同 的 金属 为 环 和 接头 ， 可 采用 通用 接头 或 者 PEEK 接头 。 

三 、 柱 性 能 评价 

色谱 柱 的 类 型 和 构 型 (粒度 、 长 度 、 内 径 等 ) 选择 通常 由 分 离 目的 决定 ， 对 特定 类 型 的 
色谱 柱 , 不 同 的 品牌 之 间 也 可 能 存在 很 大 的 差异 。 色谱 柱 要 求 的 主要 性 能 指标 包括 "1: 理论 
塔 板 数 、 峰 不 对 称 因 子 、 对 两 种 不 同 溶质 的 选择 性 、 色 谱 柱 的 反 压 、 保 留 值 的 重 现 性 、 键 合 
相 浓 度 、 色 谱 柱 的 稳定 性 等 。 

许多 生产 商 为 每 文 色谱 柱 提供 测试 色谱 图 和 前 四 项 数据 ， 有 的 广 家 也 提供 同一 批 次 或 不 
同 批 次 保留 值 重 现 性 的 数据 、 键 合 相 浓度 数据 与 柱 稳定 性 数据 。 


方差 


行 、 采 用 较 小 粒度 固 
从 


合 出 了 
下 的 塔 板 数 (采用 小 分 子 中 愧 











1. 理论 塔 板 数 


塔 板 数 〈N) 是 色谱 柱 的 一 个 基本 参数 ， 一 支 色谱 柱 的 理论 塔 板 数 越 高 ， 则 流 
锐 ， 表 明 色 谱 柱 对 溶质 的 分 离 能 力 强 ， 即 柱 效 高 。 
素 包 括 : 色谱 


或 峰 


宽 越 本 





提高 色谱 柱 


色谱 峰 越 


、\， 








/人 
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理论 板 数 的 
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表 2-2 








定 相 、 
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j 低 秋 度 流动 相 、 升 高 




















线 的 








pn es 


























好 、 增 加 色谱 柱 长 度 、 在 最 佳 流速 下 运 
色谱 柱 温度 、 采 用 小 分 子 化 合 物 测定 。 





柱 填 充 6 























充 良好 的 各 种 长 度 与 粒度 不 同 国 
LE 样 品 ， 分 子 量 约 为 200)。 

















定 相 的 典型 HPLC 色谱 柱 在 最 佳 条 件 











在 最 佳 测试 条 件 下 ， 填 充 良 好 的 HPLC 色谱 柱 的 塔 板 数 





出 峰 





4, 值 为 0.95 一 1.1〈 对 称 峰 4,=1.0)， 实 际 分 析 中 被 测 样品 的 4, 值 
































微粒 直径 /jm 柱 长 /cm 塔 板 数 N 
10 15 6000 一 7000 
10 25 8000 一 10000 
5 10 7000 一 9000 
5 15 10000 一 12000 
5 25 17000 一 20000 
3 5 6000 一 7000 
3 7.5 9000 一 11000 
3 10 12000 一 14000 
3 15 17000 一 20000 
1.7 5 约 10000 

般 情 况 下 ， 正 常 装填 的 色谱 柱 对 小 分 子 样品 分 离 的 理论 塔 板 数 可 近似 表示 为 : 





















































7 (2-1) 
式 中 , 工 为 柱 长 ，cm; qd 为 固定 相 粒 径 ，pm。 
2. 上 峰 不 对 称 度 
不 对 称 的 色谱 峰 可 能 导致 塔 板 数 与 分 离 度 测定 不 准确 、 定 量 不 准确 、 分 离 度 降低 与 检 不 
尾 中 的 小 峰 、 保 留 值 的 重 现 性 不 好 等 。 
实际 工作 中 , 通常 采用 峰 不 对 称 因子 4, 表 示 峰 形 的 不 对 称 度 或 拖 尾 程度 ， 理 想 色谱 峰 的 



























































般 应 小 于 1.5。 












































《美国 药典 》《 中 国药 典 》 等 规定 用 色谱 柱 












































列 出 了 两 者 的 对 应 关系 : 








于 刁 】 峰 不 对 称 因 子 与 峰 拖 尾 因子 的 关系 






































第 二 章 液 相 色谱 固定 相 与 色谱 柱 | 35 | 





拖 尾 因子 〈7) 表示 色谱 峰 的 对 称 性 。 表 2-3 














峰 不 对 称 因 子 (10% 峰 高 》 1 1.3 1.6 1.9 D2 2.5 
峰 拖 尾 因子 (5% 峰 高 》 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 





3， 渗 透 性 
色谱 柱 的 渗透 性 可 以 用 特定 条 


























尺寸 和 固定 相 粒 度 有 关 。 随 色谱 柱 
充 的 色谱 柱 压力 可 能 会 较 高 。 不 同 





























件 下 的 压力 降 作为 衡量 指标 。 渗 透 性 与 运行 条 件 、 色 谱 柱 
粒 径 减 小 反 压 升 高 ， 用 不 规则 微粒 固定 相 填 


增长 和 固定 本 






































品牌 的 固定 可 


很 大 的 差异 。 供 应 商 报告 的 反 压 一 般 是 在 特定 操作 条 件 下 测试 的 结果 。 





























球形 固定 相 填 充 的 色谱 柱 的 压力 降 可 近似 表示 为 : 


Re 
tod, 





式 中 ，P 为 压力 降 ，psi (1psi=6894.76Pa); 7 为 流动 相 黏 度 ，cP。 





4. 柱 体积 


粒度 分 布 范围 差别 较 大 ， 因 此 反 压 也 可 能 有 























(2-2) 
































不 同 规格 的 色谱 柱 所 填充 的 固定 相 量 很 容易 被 估算 ， 但 是 由 于 不 同 品 上 
































、 基 质 的 固定 相 


密度 差别 较 大 ， 估 算 的 结果 有 时 偏差 较 大 。 高 效 液 相 色谱 柱 的 固定 相 填 充 体积 与 质量 之 间 的 














近似 关系 在 表 2-4 中 给 出 。 





填充 高 效 液 相 色 谱 柱 体积 计算 表 











ODx L(mmxcm) 色谱 柱 管 总 体积 [rz(OD2)22]/ml 国定 相 体积 /ml 固定 相 质量 /g 
1.0X 100 0.086 0.06 0.07 
1.0X150 0.114 0.08 0.10 
2.1X100 0.343 0.24 0.29 
2.1X150 0.529 0.37 0.45 
4.6X100 1.657 1.16 1.40 
4.6X150 2.500 1.75 gli 
4.6X250 4.143 2.90 3.50 
7.8 X300 14.343 10.04 12.12 
10.0X 150 11.786 8.25 9.96 
10.0X250 19.643 13.75 16.59 
10.0X 300 23,557 16.49 19.90 
21.0X250 86.586 60.61 73.15 
50.0X250 490.871 343.61 414.69 





色谱 柱 的 死 体积 是 指 色 谱 柱 
































P 除 固定 相 之 外 的 体积 ,不 同 规 格 色 谱 柱 的 大 约 死 体 积 如 





表 2-5 所 示 。 对 常规 分 析 柱 ， 内 径 4.6mm、 柱 长 150mm 和 250mm 的 色谱 村 


死 体积 分 别 约 为 





1.5ml 和 2.5ml， 当 流动 相 线 速度 为 1ml/min 时 ， 死 时 间 约 为 1.5min 和 2.Smin 。 


圳 | 小 
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不 同 规格 色谱 柱 的 死 体积 


























色谱 柱 种 类 柱 长 /mm 柱 内 径 /mm 大 约 死 体积 
; 150 0.075 400nl 
纳米 柱 
150 0.10 700nl 
和 150 0.3 6ul 
毛细 管 柱 
150 0.5 15u1 
微 径 柱 150 1.0 70Hl 
15 2.1 30p1 
细 内 径 柱 30 :1 60hHl 
50 2.1 100p1 
rp 记 100 3.0 0.43ml 
溶剂 节省 柱 
150 3.0 0.64ml 
15 4.6 0.15ml 
30 4.6 0.30ml 
、 50 4.6 0.50ml 
分 析 柱 
75 4.6 0.75ml 
150 4.6 1.5ml 
250 4.6 2.5ml 











二 节 液 相 色谱 固定 相 基 质 
固定 相 基 质 的 特征 

由 于 HPLC 分 离 过 程 涉及 物理 化 学 作用 、 流 体 动 力学 、 热 力学 过 程 等 ， 因 而 对 固定 相 基 
质 材 料 的 物理 化 学 性 质 有 比较 严格 的 要 求 。 液 相 色谱 固定 相 基 质 可 分 为 无 机 氧化 物 、 有 机 聚 
合 物 和 无 机 有 机 杂 化 材料 三 种 类 型 。 杂 化 基质 作为 一 类 新 型 液 相 色谱 固定 相 基 质 ， 近 两 年 发 
展 较 快 乌 ， 但 大 多 尚 处 于 研究 阶段 。 无 机 和 有 机 两 类 基质 的 主要 特征 比较 见 表 2-6， 表 2-7 中 
也 列 出 了 理想 HPLC 用 基质 材料 的 物理 化 学 性 质 。 
液 相 色 谱 主要 固定 相 基 质 比较 

项 目 无 机 基质 有 机 基质 

聚 羟 基 甲 基 丙 烯 酸 丙 酯 (PHAM)、2- 羟 基 甲 基 丙 烯 酸 与 二 甲 基 丙 






















































































































































































































































































































































































化 针 | 燃 酸 酯 的 共聚 物 (HEMA)、 聚 乙 类 本 (PVA) 等 亲 水 性 聚合 物 ， 聚 
种 类 的 及 名 办 天 机， 分 子 第 痉 基 | 某 乙 烯 -二 乙烯 基 茶 交 联 共聚 物 (PS-DVB)、 聚 二 乙烯 基 荣 (DVB)、 
磷 灰 石 、 石 黑 化 左 等 这 聚 甲 基 丙烯 酸 酯 等 琉 水 性 聚合 物 或 烷 基 配 体 改 性 PS-DVB、PHAM、 
人 HEMA、PVA 等 ;和 葡 聚 糖 、 琼 脂 糖 、 纤 维 素 、 糊 精 等 
学 稳定 性 好 ， 使 用 pH 值 范围 宽 ， 表面 性 质 均匀 ， 深 质 和 固定 
优点 机 械 强 度 高 ， 溶 胀 性 小 ， 耐 高 压 相 之 间 较 少 发 生 非 特征 性 吸附 ;和 蛋白质 等 生物 活性 物质 的 回收 率 高 ; 
~N 可 通过 表面 改 性 引入 多 种 功能 基 具有 较 好 的 重复 性 和 独特 的 选择 性 ; 易 获 得 较 高 的 柱 容量 (吸附 容 
量 、 离 子 交 换 容 量 等 ) 
i 定 相机 械 强 度 不 高 ， 隧 尝 动 相 中 有 机 演变 化 时 会 深 紫 ， 短 生 
| 竹 击 定 相称 定性 和 重复 性 不 够 理想 ”| 物 存在 时 易 降 解 ， 耐 高 温 性 能 较 差 ， 色 谱 柱 效 比较 低 














理想 HPLC 国定 相 基质 的 基本 要 求 50 








编号 指标 符号 单位 范围 理论 最 佳 值 测量 方法 
1 比 表面 积 SBET m2/g 150 一 500 320 氮气 或 者 氨 气 低 


2 平均 孔径 D nm 10~30 10 温 吸 附 脱 附 法 
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续 表 
编号 指标 符号 单位 范围 理论 最 佳 值 测量 方法 
3 孔 容 Vp cmz/g 2.0 1.2 
4 平均 粒 径 Dh hm 3 一 7 3.8 激光 计数 显微镜 
5 粒 径 分 布 一 hm 十 1 +0.5 显微镜 分 析 
6 和 孔 际 率 e 一 三 0.42 0.84 色谱 法 
7 痕 量 金属 站 x10™% 一 <500 ICP, AAS 
8 密度 as g/cm 0.4 一 0.6 0.45 比重 计 法 
9 微粒 形状 Ss 不 规则 形 球形 显 微 法 
10 表面 pH 值 3 = 3<pH&7 分 散 溶液 测定 pH 
11 OH 基 团 的 浓度 a(OH) hmolm2 8 5 入 cx(OH) 和 8 | 光谱 法 和 化 学 法 
实际 应 用 中 很 难得 到 完全 理想 的 固定 相 基 质 ， 一 般 需 要 根据 分 离 分 析 的 具体 要 求 ， 综 合 
考虑 与 权衡 后 进行 选择 。 














二 、 基 质 的 形态 
































的 固定 相 如 图 2-2 所 示 ， 主 要 包括 全 多 孔 微 球 、 薄 壳 





























目前 HPLC 分 析 中 常用 的 几 种 形态 
型 微 球 、 灌流 色谱 固定 相 和 整体 材料 , 其 0 
样品 容量 、 使 用 寿命 等 众多 理想 的 性 质 ， 应 用 最 为 普遍 。 















































HPLC 的 微粒 类 型 








《图 示 大 致 为 所 

















微粒 的 相对 大 小 ) 





(a) 全 多 孔 微 球 ; (b) 薄 壳 型 微 球 ;(c) 灌流 色谱 固定 相 ; (d 








5 一 3pm 的 多 和 孔 或 无 孔 微粒 在 快速 分 离 中 显示 
性 越 好 、 柱 效 越 高 、 压 力 降 越 小 ， 
a 对 小 分 子 的 分 离 ， 固 定 相 的 孔径 在 7 一 12nm、 表 乓 

















) 整体 材料 

















一 般 











i 积 在 











; 对 分 子 量 大 于 10000Da 甚至 更 大 分 子 的 分 离 ， 需 要 采用 孔径 大 于 











综合 考虑 柱 效 、 反 压 和 寿命 等 方面 的 因 
最 为 广泛 , 1. 
越 窗 ， 填 充 色 谱 柱 床 的 稳定 
围 比较 适合 
以 使 溶质 能 够 进入 到 微 孔 结构 内 部 的 活 


亚 -2hm 























定 相 微粒 的 应 用 特性 。 











列 出 了 

















有 能 够 很 好 地 兼顾 柱 效 、 





素 , 在 分 析 型 HPLC 中 约 Shm 粒 径 的 固定 相应 用 
较为 明显 的 优势 。 粒 度 分 布 范围 
要 求 粒度 分 布 范围 不 超过 
150 一 400m2g 的 范 














15nm 的 微粒 ， 


性 表面 ， 达 到 更 好 的 分 离 效 果 。 近 年 来 ， 随 着 超 高 压 
液 相 色 谱 仪器 的 商品 化 , 亚 -2hm 色谱 固定 相 得 到 更 多 的 应 用 。 表 2-8 : 
回 定 相 ， 表 2-9 中 也 给 出 了 不 同性 质 回 








一 些 商 品 化 的 


改 | 溃 
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人 部 分 商品 化 的 亚 -2pm HPLC 固定 相 
厂商 产品 系列 平均 粒 径 /Lm 
Agilent Zorbax RR 1.8 
Alltech Alltima, Platinum, ProSphere 1.5 
Bischoff ProntoPEARL sub-2 TPP Ace 1.8 
Thermo Hypersil GOLD 1.9hm 1.9 
Waters ACQUITY 下 
区 地 避 不 同性 质 的 固定 相 微粒 的 应 用 特性 
1 用 途 
Shm 全 多 了 和 孔 微粒 大 多 数 分 离 
3hm 全 多 了 和 孔 微粒 快速 分 离 
1.5hm 薄 壳 型 微粒 极 快 速 分 离 〈 尤 其 是 大 分 子 ) 
+50% (均值 的 ) 粒度 分 布 稳定 、 重 现 、 高 柱 效 柱 ， 柱 压低 
7 一 12nm 孔径 ，150 一 400m2/g 〈 小 孔 ) 小 分 子 分 离 
15 一 100nm 孔径 ，10 一 150m2/g (大 和 孔 ) 大 分 子 分 离 
1， 硅胶 微 粒 
硅胶 及 键 合 硅胶 是 开发 最 早 、 研 究 深入 、 应 用 广泛 的 HPLC 固定 相 。 来 改 性 硅胶 表面 化 
学 性 质 随 制备 和 处 理 条 件 不 同 而 变化 出 ~ 中。 如 图 2-3 所 示 ， 水 合 硅胶 的 表面 一 般 存 在 三 种 类 
型 的 硅 羟 基 ， 热处理 温度 高 于 800C 时 ， 硅 胶 表 面 的 硅 羟 基 (一 SiOH) 表层 大 部 分 不 再 存在 ， 
在 HPLC 中 已 无 使 用 价值 。 用 于 进行 键 合 反应 制备 改 性 硅胶 HPLC 固定 相 的 硅胶 表面 需要 进 
行 完 全 羟基 化 ， 硅 胶 表 面 硅 羟基 最 大 浓度 约 为 ghmol/m”。 游 离 硅 羟基 酸性 很 强 ， 能 与 碱 性 溶 
质 产 生 强 相互 作用 ， 因 此 该 类 硅胶 固定 相 往往 使 碱 性 化 合 物 保留 值 增加 、 峰 变 宽 、 拖 尾 。 完 
全 羚 基 化 的 硅胶 基质 固定 相 氧化 硅 羟 基 浓 度 较 高 ， 有 时 可 达 总 数 的 2$% 一 30%， 氢 化 硅 羟基 
的 酸性 比 游离 硅 羟 基 弱 ， 有 利于 碱 性 化 合 物 的 色谱 分 离 ， 表 2-10 为 硅胶 上 官能 团 对 不 同 结构 
化 合 物 吸附 能 力 强 弱 的 比较 。 
HH 
si 0 si OH ee 
水 全 人 征 他 此 游记 柱 央 卜 开 丁 党 此 
尺 态 
Si 一 0 2 
oC [a oO 2 
ES /人 
氢化 太 轰 其 奈 氛 二 
HPLC 硅胶 担 体 的 表面 结构 
硅胶 基质 的 纯度 对 许多 极 性 化 合 物 的 分 离 极 为 重要 ，Fe、Al、Ni、Zn 等 金属 杂质 能 与 
某 些 溶质 络 合 ， 引 起 不 对 称 或 拖 尾 峰 ， 甚 至 浴 质 完全 被 固定 相 吸 附 ， 不 能 洗 脱 。 硅 胶 品 格 
中 的 他 爹 必 (尤其 是 铝 ) 能 使 表面 硅 羟 基 活 性 增强 ， 酸 性 增强 。 因 此 ， 许 多 HPLC 分 离 ， 
尤其 是 碱 性 与 强 极 性 化 合 物 需 用 高 纯 硅胶 。 表 2-11 列 出 了 一 些 适用 于 碱 性 化 合 物 分 离 的 硅 
胶 品 牌 。 
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区 光 允 UL 硅胶 上 官能 团 吸 附 强 弱 的 分 类 
吸附 强 弱 官能 团 
无 吸附 脂肪 烃 
弱 吸 附 烯 么 、 硫 醇 、 硫 醚 、 单 环 和 双环 芳烃 及 卤 代 芳 烃 
中 等 吸附 稠 环 芳烃 、 醚 、 且 、 硝 基 化 合 物 和 大 多 数 痰 基 化 合 物 
强 吸 隐 酵 、 酚 、 酰 胺 、 亚 胺 、 酸 
(1) 所 化物 < 氧化 物 二 省 化 物 二 碘 化 物 ; 
(2) 官能 团 之 间 的 内 氧 键 将 使 保留 值 减 小 ; 
一 般 规律 (3) 极 性 基 团 附近 有 庞大 烷 基 存在 时 ， 保 留 值 减 小 ; 
(4) 顺 式 几何 异 构 体 比 反 式 几何 异 构 体 的 保留 值 大 ; 
(5) 环 已 烧 衍生 物 和 省 体 的 中 位 基 团 比 轴 端 取代 基 有 更 强 的 保留 性 






































可 用 于 分 离 碱 性 化 合 物 的 硅胶 基质 色谱 柱 品牌 


Altima 
Betasil 
DeltaBond 
Encapharm RP 
Hypersil-DBS 


2. 多 和 孔 聚 合 物 


聚合 物 


RSIL 


Supelcosil ABZ+ 


Supersphere RP 


Symmetry 
Synchropak RP-SCD 











聚合 物 基 质 








也 





已 经 商品 化 。 


























性 





化 合 物 可 以 采 
































及 | | Cig、 


的 正 相 或 反 相 





色谱 








NH 和 




















CN 等 功能 
固定 相 ; 采用 
交 联 的 聚 茶 乙烯 聚合 物 可 以 得 到 





固定 相 在 氨基 酸 、 有 机 酸 、 多 糖 以 及 无 机 离子 分 离 
固定 相 由 二 乙烯 基 茶 交 联 和 
于 大 多 数 多 孔 聚 合 
值 条 件 下 使 强 碱 性 溶质 以 自 E 





日 态 或 非 电离 形态 存在 ， 改 善 色谱 峰 形 ， 得 到 较 好 分 离 。 


的 聚 共 乙烯 制 成 ， 取 


Inertsil Techsphere-BDS 
Kromasil Vydac 
LiChrospher Select B YMC-Basic 


Nucleosil AB Zorbax Rx, SB, XDB 











中 应 用 较 多 。 常用 的 反 相 HPLC 
人 民 异 丁 烯 酸 与 聚 乙烯 醇 基 质 固定 相 
有 良好 的 稳定 性 ， 可 以 在 高 pH 
有 些 碱 






































在 pH=1~13 范围 内 


























j 符 代 离子 对 色谱 法 ,用 





0.1molL 的 氧 氧 化 钠 将 强 保留 物质 从 柱 中 洗 脱出 来 。 




















加 











COOH、 一 SO3H、 一 NH 和 一 NR 等 改 性 多 孔 二 乙烯 基 茶 
离子 交换 色谱 轩 








对 多 孔 聚 合 物 微 粒 表面 进行 改 性 能 够 得 到 不 同 选择 性 














定 相 。 








与 伟 胶 基质 离子 交换 剂 相 比 ， 聚 合 物 基 质 离子 交换 剂 存 在 柱 效 低 、 分 离 慢 的 缺点 ， 并 且 





这 种 担 体 在 不 同 有 机 改 性 剂 中 的 溶 胀 程度 不 同 ， 填 充 床 会 
可 以 在 宽 pH 值 范围 下 

















脱 





溶 胀 现象 更 加 明显 。 

















而 变化 ， 在 梯度 洗 








丸 微粒 溶 胀 不 同 




















但 由 于 其 











离 、 提 纯 ， 如 在 高 pH 值 下 
大 多 数 聚 合 物 基质 的 相 















































3. 石墨 化 碳 固定 相 


不 经 过 特殊 衍生 处 到 
固定 相 。 不 同 于 人 肆 胶 基质 的 烷 基 键 合 相 ， 
的 保留 一 般 比 烷 基 键 合 硅胶 或 多 孔 聚 合 物 强 ， 因 











强 杀 水 性 化 合 物 。 
墨 化 兢 














实现 快速 分 离 。 目 
































清除 内 毒素 和 其 他 生物 污染 物 。 
L 械 强度 较 差 ， 通 常 不 能 在 较 高 的 压力 下 使 用 。 
通过 在 基质 中 构建 硅 骨 架 使 其 机 械 强 度 得 到 改善 。 同 时 ， 可 以 对 其 表 
不 同 的 改 性 ， 制 备 多 种 分 离 机 制 复合 的 国定 相 ! 


























运行 ， 已 被 广泛 用 于 生物 样品 的 分 












































无 机 有 机 杂 化 基质 
看 存在 的 不 同位 点 进行 
”， 满 足 特殊 的 分 离 需求 。 


























的 石墨 化 碳 即 可 作为 正 相 、 反 相 、 离 子 交 换 等 不 同 分 离 模 式 的 色谱 














固定 相 pH 稳定 性 好 ， 可 以 在 低 或 高 pH 
前 商品 化 的 HYPERCARB 


墨 化 碳 表 
此 可 | 





有 与 溶质 存在 侦 极 作用 ， 对 极 性 化 合 物 
] 于 分 离 在 Cis 键 合 相 柱 上 保留 较 小 的 






























































值 条 件 下 运行 ， 也 可 以 在 高 温 下 运行 ， 
固定 相 的 比 表面 积 约 为 120m2g, 平 均 孔 径 23nm， 






































履 | 小 


| 4 | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色谱 分 析 











平均 粒度 有 Sum 和 7hm 两 种 规格 ， 含 碳 量 100%， 耐 压 超过 40MPa (400 bar )。 
4. 化 学 键 合 固定 相 
化 学 键 合 固定 相 借助 于 化 学 反应 的 方法 将 有 机 分 子 以 共 价 键 连 接 在 基质 上 制 得 ， 其 优越 
性 可 概括 为 : 包 减 弱 基 质 表 面 活性 位 点 ， 清 除 可 能 的 催化 活性 ; 名 耐 溶剂 冲洗 ， 这 是 传统 的 
液 液 分 配色 谱 (LLC) 逐渐 被 键 合 相 色 谱 取 代 的 根本 原因 ; @ 热 稳定 性 好 ;名 表面 改 性 灵活 ， 
便于 工业 规模 制备 键 合 固定 相 。 
目前 ， 高 效 液 相 色谱 中 80% 以 上 的 分 析 方 法 采用 这 种 固定 相 , 表 2-12 中 列 出 了 不 同 分 离 
模式 HPLC 的 常用 固定 相 及 其 特点 。 


HPLC 中 常用 的 固定 相 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































固定 相 特 点 

反 相 (与 离子 对 ) 固定 相 

Cis〔 十 八 烷 基 或 ODS) 稳定 性 好 ， 保 留 能 力 强 ， 用 途 广 

Cs( 辛 基 ) 与 Cis 相似 ， 但 保留 能 力 降 低 

Ca 保留 能 力 弱 ， 多 用 于 肽 类 与 蛋白 质 分 离 

Ci [三 甲 基 硅烷 CTMS )] 保留 最 弱 ， 不 稳定 

葵 基 ， 葵 乙 基 保留 适中 ， 选 择 性 有 所 不 同 

一 CN ( 氰 基 ) 保留 值 适中 ， 正 相 与 反 相 均 可 使 

一 NH (氨基 ) 保留 弱 ， 用 于 烃 类 ， 稳 定性 不 够 理想 

聚 葵 乙 烯 基 9 在 1<pH<13 的 流动 相 中 稳定 ， 某 些 分 离 峰 形 好 、 柱 寿命 长 
正 相 色谱 固定 相 

一 CN ( 氰 基 ) 稳定 性 好 ， 极 性 适中 ， 用 途 广 

一 OH (二 醇 基 ) 极 性 大 于 一 CN 

一 NH (氨基 ) 极 性 强 ， 稳 定性 不 够 理想 

硅胶 耐用 性 好 ， 价 廉 ， 操 作 不 够 方便 ， 用 于 制备 色谱 较 多 
尺寸 排 阻 色谱 固定 相 

硅胶 ” 耐用 性 好 ， 作 吸附 剂 

硅烷 化 硅胶 吸附 性 弱 ， 溶 剂 兼容 性 好 ， 适 用 于 有 机 溶剂 

一 OH (二 醇 基 ) 不 够 稳定 ， 凝 胶 过 滤 色 谱 使 

聚 茶 乙烯 基 ? 广泛 用 于 凝 胶 渗透 色谱 ,水 和 强 极 性 有 机 溶剂 不 相 溶 
离子 交换 色谱 固定 相 

键 合 相 稳定 性 与 重 现 性 均 不 理想 

聚 茶 乙烯 基 ? 柱 效 不 高 ， 稳 定 ， 重 现 性 好 


GO 非 键 合 相 。 除 另 有 说 明 ， 均 为 硅胶 基质 键 合 相 。 
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烷 基 与 取代 烷 基 改 性 硅胶 固定 相 一 般 通 过 单 官 能 团 二 甲 基 氯 硅 烧 或 三 氯 硅烷 与 表面 硅 
羟基 反应 得 到 ， 图 2-4 是 分 别 采用 两 种 单 体 得 到 的 十 八 烧 基 〈ODS 或 Cis) 键 合 固定 术 
困 结 构 示意 图 。 二 甲 基 和 毛 硅 烷 单 体 的 反应 过 程 容易 控制 ， 得 到 的 固定 相 的 重 现 性 好 ， 由 于 溶 
质 分 子 在 较 薄 的 固定 相 层 内 扩散 ， 传 质 过 程 迅速 ， 柱 效 较 高 。 采 用 三 氰 硅烷 为 单 体制 备 键 合 
相 过 程 中 羟基 之 间 会 发 生 二 级 反应 ， 得 到 交 联 型 键 合 固定 相 。 与 非 交 联 型 固定 相 比 较 ， 人 制备 
的 重 现 性 比较 难于 控制 ， 柱 效 也 相对 较 低 。 

5. 整体 柱 

整体 柱 (monolithic column), 又 称 为 连续 床 层 固定 相 (continuous-bed stationary phase)。 
作为 一 种 整体 、 连 续 的 分 离 介 质 ， 整 体 柱 通常 采用 原 位 聚合 的 方法 在 色谱 柱 空 柱 管内 合成 ， 
或 采用 类 似 浇 We 硅胶 基质 整体 柱 的 制备 工艺 与 应 用 如 图 2-5 所 示 。 
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1! 六 
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A 
6 < 
f 
/SL 太 
SO NO Men, i 
IC 
HO, OH HO oO oH 
\ i 和 ‘ 
A 六 请 中 让 并 pt 
oo [oo 
(a) {b) 


交 联 型 (a ) 和 非 交 联 型 ( b ) ODS 固定 相 表 面 结构 


陈 化 





HPLC 


已 
大 
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硅胶 基质 整体 柱 的 制备 工艺 与 应 用 



















































































































































































整体 柱 基 质 主 要 有 聚合 物 和 硅胶 基质 两 种 ， 聚 合 物 基 质 的 整体 柱 应 用 更 多 ， 主 要 有 聚 丙 
烯 酰胺 、 聚 茶 乙 烽 和 聚 甲 基 丙 烯 酸 酯 等 类 型 ， 应 用 于 多 肽 、 低 聚 核 昔 酸 、 合 成 聚合 物 和 小 分 
子 化 合 物 的 分 离 。 表 2-13 列 出 了 部 分 商品 化 的 整体 柱 信 息 。 

Ez 于 信也 ”部 分 商品 化 整体 固定 相 
产品 形状 厂商 化 学 组 成 分 离 模式 
, Sd 3 改 性 聚 甲 基 丙 烯 酸 酯 离子 交换 ， 下 水 作用 ， 
CIM disc 盘 状 BIA Separations 或 聚 某 乙 燃 < 聚 物 反 相 ， 5 生 惫 这 和 
CB Silica plate 盘 状 Conchrom 改 性 硅胶 反 相 ， 正 相 
SepraSorb 盘 状 Sepragen 改 性 纤维 素 离子 交换 
CIM tube 管状 BIA Separations 改 性 聚 甲 基 丙烯 酸 酯 离子 交换 
UNO 柱状 BioRad 聚 丙烯 酰胺 共聚 物 离子 交换 
本 改 性 聚 甲 基 丙 烯 酸 本 ee 
Swift 柱状 ISCO 或 聚 某 乙烯 共聚 物 离子 交换 ， 反 相 
Chromolith 柱状 Merck 改 性 硅胶 反 相 
Monoliths 柱状 LC Packings 聚 杀 乙烯 共聚 物 反 相 




















改 | 小 


| 2 


| 分 析 化 学 








6. 核 壳 型 表面 多 孔 层 


FE 册 6 液 相 色谱 分 析 





核 壳 型 填料 就 是 在 





孔 层 厚度 小 、 


易 等 特点 。 梯 


量 小 、 最 大 允许 样 


已 有 安 捷 











喇 
| 





运行 ， 部 分 

















孔 浅 ， 样 品 只 需要 花费 少量 的 有 


完成 扩散 和 传 质 。 





























伦 、 菲 罗 


和 于 大 分 子 和 小 分 子 的 分 析 。 这 利 








实现 亚 -2hm 十 











、Sigma-Aldrich 等 多 家 公司 
填料 装填 的 色谱 村 




















提 
料 ， 该 种 填料 














供 2.6um 粒 





在 相同 的 压 降下 ， 




















台 已 刘 


乳 侍 : 














坚实 的 硅胶 核心 上 生成 一 个 均匀 的 多 孔 外 壳 。 
对 间 便 能 从 硅 球 表面 的 孔 ， 
县 有 相对 死 体积 小 、 出 峰 迅 速 、 柱 效 高 、 渗 透 性 好 、 机 械 强 度 高 、 装 柱 容 


























1 于 拥有 核心 硅 球 ， 多 














扩散 出 ， 在 较 短 时 间 























度 洗 脱 时 ， 当 流动 相 组 成 改变 后 ， 孔 内 外 流动 相 可 迅速 达到 平衡 。 也 存在 柱 容 


量 受 限 等 缺陷 。 
门 
































出 核 壳 型 填料 产品 〈 见 表 2-14051)， 
友 压 较 低 ， 
料 的 优势 ， 可 视 为 UPLC/UHPLC 好 的 替代 品 。 菲 罗 门 公司 除了 
径 的 核 壳 型 填料 ， 还 推出 了 1.7hm 粒 径 规格 的 填料 ， 对 比 5 
到 更 好 的 分 离 效率 。 研 究 





大 





此 可 以 在 常规 的 HPLC 
































-2hm 的 全 多 孔 填 
表明 ， 同 样 尺寸 的 核 壳 填料 ， 
















































































柱 效 为 亚 -2hm 柱 效 的 80%， 压 力 却 只 有 亚 -2pm 的 45%。 由 于 核 壳 型 填料 能 用 于 HPLC 与 
UHPLC 系统 ， 所 以 可 以 预料 在 未 来 会 有 更 多 其 他 的 公司 推出 此 类 产品 。 另 外 ， 针 对 亚 -3um 
的 核 壳 填 料 ， 越 来 越 多 的 固定 相 也 正在 研发 当中 ， 相 信 在 不 久 的 将 来 ， 其 固定 相 的 种 类 将 能 
与 亚 -2hm 或 常规 的 HPLC 全 多 孔 填 料 相当 。 
x 玉 及 四 部 分 生产 和 供应 核 壳 型 填料 的 厂家 及 产品 
7 品 厂 商 粒 径 /hum 固定 相 描 述 
人 en 壳 厚 0.5pm; 孔径 ; 90A、160A 
ee | Supelco/ Sigma 8， 18， PIenY “ICXY ， | (peptide ES)， 压 力 限 制 ，600bar; 柱 
Meerds Express Aldrich “2 pe 尺寸 : (30 一 150)mm X 1.0mm/2.1mm/ 
到 3.0mm/4.6mm; 也 可 提供 毛细 管 柱 
壳 厚 :0.5um， 孔径: 90A、160A 
Advanced Cs，Cis，Pphenyl-hexyl， | (peptide ES); 不力 限制 : 600bar; 柱 
Halo Material 2 RP-Amide, peptide, 
Technology ES-Cis 尺寸 : G30~ 150)mm xX .0mm/2.1mm/ 
3.0mm/4.6mm; 也 可 提供 毛细 管 柱 
壳 厚 : 0.35pm (2.6hm 颗粒 ) 和 
0.23hm (1.7pm 颗粒 ): 孔径 : 100A; 
证 Bp i Cs，Cis，XB-Cis，PFP | 压力 限制 :800bar (2.6hm)，1000bar 
ee SS J (PFP= 五 气 莱 基 ) (17hm)， 柱 尺寸 ; (50 一 150)mm X 
2.1mm/3.0mm/4.6mm; 也 可 提供 毛 纪 
管 柱 
壳 厚 : 0.50pm (2.7pm 颗粒 ) 和 
0.25um 〈5.0hm 颗粒 );， 孔径 ;120A 
(2.7hm)、300A (5.0pm); 压力 限制 : 
Poroshell Agilent 2.7 (120), ee 600bar (2.7hm)，400bar (5.0hm); 柱 
120,300 Technologies 5.0 (300) > : ( 双 具 C y 8” | 尺寸 : (50 一 150)mmX2.1mm，3.0mm 
人 及 4.6mm (120A)，12.5mm 和 75mmX 
0.5mm，1.0mm 及 2.1mm (300A); 也 
可 提供 毛细 管 柱 
一 局 区 梢 -二 Va i 论 |E| 属 > 
三 节 不 同 分 离 模式 的 液 相 色谱 固定 相 








一 、 反 相 色 谱 固 定 相 
1. 硅胶 基质 反 相 色谱 固定 相 


反 相 高 效 液 相 色 谱 中 使 用 的 固定 相 大 
是 .Cs C4、 Co、 Cs、 C16、 Cig 和 Cw 等 
基 的 链 长 对 键 合 相 的 样品 负 





硅胶 。 


键 合 烷 

















Ly 
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中 烃基 硅烷 的 化 学 键 合 硅胶 。 烷 基 链 长 可 以 
的 是 Cls (又 称 ODS)， 即 十 八 烷 基 硅烷 键 合 
荷 量 、 溶 质 的 容量 因子 及 其 选择 性 有 不 同 的 影响 ， 
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当 烷 基 键 合 相 表面 浓度 (mol/m?)〉 相同 时 ， 随 着 烷 基 链 长 增加 ， 碳 含量 成 比例 增加 ， 溶 质保 
留 值 增加 。 
1990 年 ，Du Pont 公司 Kirkland 等 09 采 用 带 有 二 丁 基 或 异 丙 基 等 较 大 基 团 的 卤 代 硅烷 代 
替 甲 基 萝 代 烷 进行 表面 硅烷 化 制备 键 合 固定 相 ， 被 称 作 SB 技术 。 由 于 位 阻 效 应 ， 较 大 的 下 C 
水 基 团 从 空间 上 起 到 了 保护 硅胶 表面 的 作用 ， 可 明显 降低 硅胶 的 水 解 作 用 ， 减 少 键 合 相 的 流 
失 ， 固定 相 稳 定 使 用 pH 值 上 限 达 到 9.0 以 上 。SB 技术 解决 了 Cs、CN 和 Ph 固定 相 ， 特 别 是 
CN 固定 相 的 稳定 性 问题 。 
有 些 硅烷 键 合 相 〈 如 Cs、Cis) 的 生产 三 家 采用 被 称 为 “ 封 尾 ”(endcapping) 的 工艺 
使 硅胶 担 体 表 面 完 全 反应 (硅烷 化 )。 封 尾 包 括 键 合 固 定 相 与 小 分 子 硅 烷 进 行 的 后 续 反 应 ， 间 
三 甲 基 氯 奎 烷 、 二 甲 基 二 氯 硅 烧 或 〈 不 经 常 的 ) 六 甲 基 二 硅 氮 烷 。 这 种 方法 通过 反应 掉 一 些 

羟基 ， 增 加 担 体 的 覆盖 率 ， 以 尽量 减少 与 溶质 发 生 不 良 作用 。 然 而 ， 封 尾 也 并 不 能 完 
全 克服 酸性 硅胶 担 体 的 缺点 ， 并 且 这 些小 分 子 的 封 尾 基 团 在 低 pH 值 反 相 色 谱 的 分 离 中 极 易 
从 固定 相 上 水 解 下 来 , 使 其 在 pH<3 时 抗 干扰 、 耐 用 性 不 强 , 封 尾 的 色谱 柱 在 中 等 与 高 pH 值 
(pH=6 一 9) 时 更 稳定 。 
改变 键 合 基 团 的 性 质 ， 如 在 烷 基 键 合 相 中 引入 极 性 基 团 掩蔽 残留 硅 产 基 ， 利 用 碱 稳定 的 
金属 氧化 物 如 Zr0,、Ti0,、MgO 等 涂 履 Si0, 表面 也 能 够 提高 固定 相 的 稳定 性 ， 使 其 适用 于 
多 的 领域 。 此 外 ， 使 用 保护 柱 也 可 以 对 分 析 柱 起 到 一 定 的 保护 作用 。 

2. 高 分 子 类 型 的 反 相 色谱 固定 相 

微 球形 交 联 聚 茶 乙 烯 树 脂 是 目前 使 用 较为 广泛 的 高 分 子 基 质 反 相 色 谱 固定 相 ， 这 种 树脂 
表面 具有 玖 水 特征 ， 可 以 直接 用 作 RPC 固定 相 。 另 外 ， 乙 酸 乙 烯 酯 共聚 物 、 带 有 Cis 烷 基 侧 
链 的 聚 丙烯 酰胺 、 聚 甲 基 丙 烯 酸 的 烷 基 酯 化 物 、 聚 乙烯 醇 的 酯 化 物 、Cis 烷 基 键 合 的 聚 乙烯 醇 、 
Cis 烷 基 衍生 的 交 联 聚 葵 乙 烯 以 及 茶 基 或 烷 基 衍生 的 羟基 化 聚 醚 树脂 等 作为 反 相 色谱 固定 相 
也 有 应 用 。 
高 分 子 类 固定 相 可 以 在 较 宽 的 pH 值 (pH=2 一 12， 甚 至 pH=1 一 14) 范围 内 使 用 ， 在 典 
型 反 相 色谱 流动 相 条 件 下 〈 乙 且 - 水 或 甲醇 -水 次 液 )， 色 谱 性 能 类 似 于 硅胶 基质 的 烷 基 键 合 固 
定 相 。 表 2-15 给 出 了 部 分 商品 的 高 分 子 类 型 反 相 色谱 固定 相 的 基本 信息 。 
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部 分 高 分 子 类 型 高 效 反 相 色谱 固定 相 
名 称 基质 材料 粒度 /um 孔径 /nm 应 用 
TSK gel Phenyl-5PW RP | 亲 水 高 聚 物 10 100 分 离 蛋白 质 、 肽 、 核 酸 等 ，Mw> 之 10000 
TSK gel Octadecyl-4PW 亲 水 高 聚 物 10 50 分 离 蛋 白质 、 肽 等 ，Mw<<10000 
TSK gel Styrene-250 PS-DVB 5, 10 分 离 药物 、 食 品 添 加 剂 等 
TSK gel Octadecyl-NPR | 聚 丙烯 酸 酯 类 2.5 非 多 孔 快速 分 离 蛋白 质 等 
Hamilton PRP-1 PS-DVB 10 7.5 分 离 核 昔 、 磺 胶 药 等 
Hamilton PRP-3 PS-DVB 10 30 分 离 蛋白 质 、 肽 等 
ARPP PS-DVB 5，10 8 类 似 于 Cis 键 合 相 固定 相 
PLRP-S PS-DVB 8，10 30，100 分 离 蛋白 质 、 肽 等 
ACT-1 PS-DVB-Cisg 10 与 Cis 键 合 相 固定 相 性 能 相同 
Shodex RS pak DS-613 PS-DVB 类 似 于 Cis 键 合 相 固定 相 
Polypore phenyl RP PS-DVB 10 30 分 离 生 物 大 分 子 化合 物 
Polypore RP PS-DVB 10 8 类 似 于 Cisg 键 合 相 固定 相 
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| 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色 谱 分 析 
名 称 基质 材料 粒度 /um 孔径 /nm 应 用 
Bio Gel PRP 70-5 含 茶 基 高 聚 物 5 多 分 离 高 分 子 和 有 机 物 
Bio Gel PRP+ 含 葵 基 高 聚 物 70 100 分 离 高 分 子 和 有 机 物 
SOURCE 15RPC PS-DVB 15 在 碱 性 条 件 下 分 离 纯 化 血管 紧张 肽 、 激 素 及 
SOURCE 30RPC PS-DVB 30 酸性 条 件 下 不 稳定 的 生长 因子 等 
POROSR PS-DVB 10, 20 快速 分 离 生 物 大 分 子 ， 在 碱 性 条 件 下 分 离 
POROS-C18 PS-DVB 10，20 管 紧 张 肽 等 








3. 强 极 性 化 合 物 分 离 反 相 色谱 固定 相 


在 较 强 极 性 化 合 物 反 相 1 
的 烷 基 链 会 发 生 一 定 程度 的 
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四 烧 基 键 合 革 


























的 条 件 下 实 ] 














三 步 反 应 制备 了 包 直 
等 5 也 采用 低 酸 度 的 超 纯 硅 
定 相 。 极 性 基 团 


岗 强 极 性 化 合 物 的 分 离 ， 极 性 、 




















胶 微 球 为 基质 ， 














色谱 分 离 中 ， 由 于 流动 相 有 机 溶剂 的 比例 相对 较 低 ， 


固定 相 表面 









































的 引入 使 得 








固定 相 的 杀 水 怕 
离子 型 和 强 碱 性 化 合 物 都 











2-16 列 出 了 一 些 可 用 于 高 含量 水 流动 相 的 反 相 色谱 固定 相 。 
水 流动 相反 相 色谱 固定 相 


本 5 可 用 于 





齐 今 旦 
同 马里 

















改 缩 ， 使 得 化 合 物 的 保留 时 间 不 稳定 或 分 离 
氨基 甲酸 酯 的 Cs、Cio、Ci2、Ci4、Ci6 和 Cig 系列 固定 相 ，Kirkland 
站 备 了 二 异 丙 基 基 团 侧 链 保护 的 包 埋 酰胺 基 革 
FE 明 显 提 高 ， 能 够 在 纯 水 作为 流动 相 
能 得 到 很 好 的 分 离 。 表 


用 何 


效果 变 差 。Waters 公 
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品 厂 商 功能 基 团 
Alltima AQ Alltech Associates Cig 
Aqua Phenomenex Cig 
AquaSep ES Industries 烃基 本 
AquaSep Basic C18 ES Industries Cig 
AquaSep-WP ES Industries 烃基 醚 
Aquasil C18 Thermo Hypersil-Keystone Cisg 
Chemcobond ODS W DyChrom Cig 
Genesis AQ Argonaut Technologies Cis 短 烷 基 链 
HydroBond PS Mac-Mod Analytical Cg，Clg 
Hydrosphere C18 YMC Cig 
MetaSil Adq Ansys Technologies Cig 
Multospher 120 RP 18-AQ CS-Chromatographie Service Cisg 
Nucleosil 100-5 Nautilus Macherey-Nagel Cig 
Polarity dC18 Waters Cig 
PrincetonSpher C-27 Princeton Chromatography C27 
ProntoSIL C18 AQ Plus Bischoff Chromatography Cisg 
Synergy Hydro-RP Phenomenex Cisg 
YMC AQ YMC 未 知 
Zurbax StableBond AQ Agilent Technologies 专属 


4. 全 气 烷 基 键 合 固定 相 


近年 来 ， 有 多 家 
固定 相 比 较 ， 
变 。 与 碳 氧 键 相 
显 变 化 ， 使 讽 代 化 合 物 或 




















色谱 公司 家 
物 、 芳 香 异 构 体 和 其 他 极 性 化 合 物 的 保 
更 强 ， 在 烷 基 
化 合 物 的 保留 更 强 ， 分 离 选择 性 





本 代 化 合 
比 ， 碳 氟 键 的 极 公 











碳 氟 的 偶 极 作 



























































其 他 极 性 














和 其 较 强 的 刚 





性 结构 






































固定 相 ， 




















上 备 了 全 氟 代 烷 基 键 合 硅胶 色谱 固定 相 。 与 传统 烷 基 键 合 硅胶 
留 更 强 ， 
引入 氟 会 引起 溶质 - 固 





洗 脱 顺序 也 发 生 了 改 
定 相 作用 的 明 





























也 会 发 生变 化 。 














导致 的 形状 选择 性 使 得 全 氟 烷 基 键 合 























固定 相 在 分 
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离 含 羟基、 着 基 、 硝 基 和 其 他 极 性 功能 基 化 合 物 方面 具有 显著 优势 。 功 能 基 团 在 芳香 环 或 其 
他 刚性 环 上 时 选择 性 优势 尤其 明显 59。 全 氟 烷 基 键 合 固定 相 可 以 应 用 于 表面 活性 剂 分 析 、 超 
临界 流体 色谱 、 离 子 对 分 离 等 方面 。 目 前 ， 商 品 化 的 氟 烧 键 合 硅胶 固定 相 多 为 Restek、ES 
Industries、Thermo Hypersil-Keystone 等 公司 的 产品 。 

二 、 正 相 色 谱 固定 相 

正 相 色谱 法 是 最 常用 的 HPLC 分 离 方法 之 一 ， 固 定 相 一 般 采 用 硅胶 、 氧 化 铝 和 极 性 基 团 
键 合 的 硅胶 等 。 正 相 色 谱 中 ,溶质 在 柱 中 国定 相 上 不 断 进行 吸附 -解吸 循环 ,根据 不 同 被 测 物 





















































在 吸附 剂 上 吸附 作用 的 差 
的 吸附 作用 有 两 类 



























































溶质 和 固定 相间 
] ， 这 使 得 溶剂 组 成 的 改变 往 介 
表面 相应 的 活性 中 心 z 
置 与 吸附 中 心 匹 配 时 ， 作 ) 






















































































优良 的 正 相 色谱 
@ 具 有 适 
承载 较 大 的 样 
稳定 供应 。 


间 的 相互 


固定 相应 当 具 有 
形状 ， 最 好 呈 微 米 级 微 球 天 
























































异 而 获得 分 离 。 

















作用 ， 这 种 作 
较 强 ; 反之 ， 则 作 























品 负荷 ， 旬 在 操作 条 件 ] 


以 下 基 




























































































下 化 学 性 质 稳定 ;名 














































































































: (只 溶质 和 溶剂 分 子 对 吸附 剂 表 面 特定 位 置 的 竞争 作 
:会 引起 分 离 情况 发 生 很 大 变化 ; 包 溶 质 所 带 官能 团 与 吸附 剂 
与 溶质 分 子 的 几何 形状 有 关 ， 当 官能 团 的 位 
j 较 弱 。 
本 特性 : 电表 面具 有 极 性 活性 基 团 , 即 吸 附 位 点 ; 
攻 ， 且 粒 径 分 布 均匀 ;加 有 具 多 孔 性 并 有 高 比 表 面积 ， 以 
有 高 机 械 强 度 ，@O 价 格 合理 且 避 










































































表 2-17 中 列 出 了 一 些 常见 的 商品 极 性 化 学 键 合 相 ， 这 些 固定 相 皆 可 以 用 于 正 相 色谱 分 离 。 
部 分 商品 极 性 化 学 键 合 相 
商品 名 供应 商 颗粒 形状 粒 径 /um 功能 基 团 
hBondapak 糖 柱 Waters 无 定形 8 一 12 
Bondapak CN Waters 无 定形 8 一 12 氰 基 
Cyano Sil-X-I Perkin-Elmer 无 定形 13+5 氰 基 
Durapak Carbowax Waters 无 定形 37~75 键 合 聚 乙 二 醇 400 
(Porasil C) 
Durapak OPN (Porasil) Waters 无 定形 372475 通过 Si 一 0 一 C 键 键 合 
的 氧 三 丙 膊 基 
FE Sil-X-I Perkin-Elmer 无 定形 13+5 气 代 醚 基 
Kromasil NH; Akzo Nobel 球形 5» 10 氨基 
LiChrosorb DIOL E.Merck 无 定形 5, 10 - 醇 基 
Micropak CN Varian 无 定形 10 烷 基 氰 基 
Nucleosil CN Macherey Nagel & Co 球形 S，10 氨基 
Nucleosil NO Macherey Nagel & Co 球形 5, 10 硝 基 
Partisil PAC Phase Sep.Ltd. 无 定形 10 烷 基 氰 基 
Platinum CN Alltech 球形 1.5, 3, 5, 10 烷 基 氰 基 
Platinum NH; Alltech 球形 1.5, 3, 5, 10 氨基 
Sil 60-CN Macherey Nagel 无 定形 5, 10 氰 基 
Sil 60-NO, Macherey Nagel 无 定形 5, 10 硝 基 
Supelcosil LC-CN Supelco 3，5 氰 基 
Supelcosil LC-NH; Supelco 球形 3, 5 氨基 
Supelcosil LC-Diol Supelco 球形 3, 5 - 醇 基 
Vydac TP polar Macherey Nagel 无 定形 10 
Zorbax CN Agilent 球形 3, 5 烷 基 氰 基 
Zorbax NH; Agilent 球形 3， 氨基 














改 | 小 
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三 、 离 子 交 换 色谱 固定 相 

离子 交换 色谱 固定 相 也 称 离子 交换 剂 , 主要 有 键 合 硅胶 和 聚合 物 两 类 。 离 子 交 换 剂 上 的 活性 
离子 交换 基 团 决定 着 其 性 质 和 功能 ， 表 2-18 列 出 了 一 些 主 要 的 有 机 离子 交换 剂 的 类 型 和 性 质 门 。 
常见 有 机 离子 交换 剂 的 类 型 和 性 质 









































































































































种 类 缩写 官能 团 基质 材料 类 型 ps 值 
S 一 SOj 树脂 强酸 性 
SM 一 CH2SO3 树脂 强酸 性 
Tp SE — C,H4SO3 纤维 素 ， 简 聚 糖 强酸 性 <1.0 
SP — CH6SOF 区 聚 类 强酸 性 | <10 
P — PO3 纤维 素 ， 树 脂 中 强酸 性 3.6 
C 一 COO- 杀 水 合成 腕 ， 树 脂 弱酸 性 
CM 一 CHCOO- 纤维 素 ， 和 葡 聚 糖 ， 树 脂 弱酸 性 4.5 
TAM 一 CHN (CH3)3 树脂 强 碱 性 >13 
HEDAM 一 CHN (CH3)2C2?H4OH 树脂 强 碱 性 
TEAE 一 C2H4NT(C2H5)3 纤维 素 强 碱 性 >13 
QAE 一 C2H4N"(C2H5)2CHCH(OH)JCHs 葡 聚 糖 强 碱 性 >13 
GE —C,HiNHC=N!*H,(NH;) 纤维 素 中 强 碱 性 
阴离子 MP —CH4sN*H2CHs 树脂 强 碱 性 
交换 剂 DEAE 一 C2H4N H(C2H5)> 纤维 素 ， 葡 聚 糖 中 强 碱 性 9.5 一 10 
ECTEOLA 不 稳定 胺 的 混合 物 纤维 素 中 等 / 弱 碱 性 
AE 一 C2H4N+H3 纤维 素 弱 碱 性 
PEI —(CHsN*H2),CoHa NH 纤维 素 弱 碱 性 
AAM 一 NTHR2 树脂 弱 碱 性 
PAB 一 CHCeHe NH3 纤维 素 弱 碱 性 
由 传统 的 多 糖 类 软 质 凝 腕 《〈 包 括 葡 聚 糖 、 琢 脂 糖 、 纤 维 素 等 类 型 ) 所 制 得 的 强 、 弱 阴 离 
子 和 阳离子 交换 色谱 固定 相 ， 虽 然 机 械 强 度 较 低 ， 只 能 在 低 流速 下 使 用 ， 但 普遍 具有 很 好 的 



























































































































































杀 水 性 和 生物 相 容 性 ， 而 且 样 品 负载 量 高 ， 价 格 便宜 ， 所 以 至 今 仍 被 广泛 应 用 。 表 2-19 中 给 
出 了 几 种 应 用 广泛 的 多 糖 基质 的 离子 交换 色谱 固定 相 。 


多 糖 基质 离子 交换 色谱 固定 相 



















































































WE 颗 料 大 小 最 高 流速 
产 品 每 毫升 载 量 ( D) 耐 压 /MPa a 特性 与 应 用 
/um /(cm/h) 
Q Sepharose H.P. 70mg BSA 34 0.5 150 颗粒 小 、 分 辩 率 高 ， 适 于 
oe 经 济 的 精细 分 离 、 纯 化 生化 
SP Sepharose HP. 55mg 核糖 核酸 酶 34 0.5 人 物质 SS 
Q Sepharose F.F. 120mg HSA 90 0.3 750 
SP Sepharose F.F. 70mg 核糖 核酸 酶 90 0.3 750 总 况 如 同人 书 二 
快速 分 离 、 纯 化 大 量 的 生化 
DEAE Sepharose F.F. 110mg HAS 90 0.3 750 物质 粗 产 品 
CM Sepharose FE. 50mg 核糖 核酸 酶 90 0.3 750 
Q Sepharose XL >>130mg BSA 90 0.3 700 超 高 负载 量 , 适 于 粗 分 离 
SP Sepharose XL >160mg Lysozyme 90 0.3 700 生化 物质 
Q Sepharose Big Beads 200 0.3 1800 大 颗粒 、 高 稳定 性 , 适 于 
SP Sepharose Big Beads 200 0.3 1800 快速 粗 分 离 生 化 物质 
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在 以 多 孔 交 联 聚 葵 乙 烯 微 球 为 基质 的 IEC 固定 相 中 ，Mono Beads 系列 、SOURCE 系列 
和 POROS 系列 产品 代表 了 目前 商品 聚合 物 基质 离子 交换 色谱 固定 相 的 水 平 。 由 于 这 些 固 定 
相 在 柱 效 、 穿 透 性 、 分 离 度 、 负 载 量 、 回 收 率 等 方面 的 优势 ， 其 在 快速 分 离 纯化 生物 大 分 子 
中 表现 出 极其 优异 的 性 能 。 

Mono Beads 系列 包括 Mono Q、Mono S、MonoP 三 种 型 号 ， 都 是 以 10pm 颗粒 单 分 散 的 
大 孔 PS-DVB 微 球 为 基质 ， 经 亲 水 化 处 理 后 再 连接 相应 官能 团 制 得 。 这 类 树脂 具有 中 度 交 换 
容量 。Q 型 与 $ 型 每 毫升 的 和 蛋白 负载 量 分 别 为 65mg HAS 和 75mg IgG。 

SOURCE 系列 的 IEC 固定 相 包括 15Q、15S、30Q、30S 以 及 RESOURCE Q 与 S 等 型 号 。 
单 分 散 树脂 的 粒 径 有 15pm 和 30hm 两 种 ， 机 械 强 度 高 、 化 学 稳定 性 好 ， 可 以 满足 酸 碱 溶液 
柱 上 清洗 的 要 求 。Q 型 负载 量 为 45 一 50mg/ml 白 蛋 白 ，S 型 负载 量 为 80mg/ml 溶菌 酶 。 这 类 
树脂 也 属于 高 分 辩 率 的 IEC 固定 相 ， 其 最 大 的 特点 是 高 速 、 低 反 压 ， 在 1800cm/h 的 高 流速 
下 反 压 仅 1MPa， 适 合 于 在 所 有 类 型 高 、 中 、 低 压 色谱 系统 中 使 用 ， 柱 效 可 达 每 米 30000 理 
论 塔 板 数 ， 非 常 适 于 精细 分 离 、 纯 化 各 种 生化 物质 。 

灌流 色谱 固定 相 POROS 系列 中 ， 其 离子 交换 型 包括 Q (Quarternized PEI)、DEAE、 
SCsulfoethy1) 和 CM 四 种 产品 型 号 , 按 颗粒 大 小 又 可 分 为 再 系 列 (10um) 和 M 系列 (20hm )。 
这 类 兼备 分 离 制备 与 分 析 检 测 用 的 离子 交换 固定 相 具 有 高 分 辩 、 高 容量 、 高 流速 、 低 反 
等 特点 。 它 们 通常 可 在 1000 一 5000cmy/h 甚至 更 高 线 速 下 工作 ， 并 维持 柱 效 在 整个 范围 
基本 不 变 。 

TSK gel DEAE-5PW、SP-5PW、CM-5PW 等 是 以 大 孔 杀 水 性 高 聚 物 羟基 化 聚 醚 凝 胶 为 基 
质 的 IEC 固定 相 ， 它 们 都 是 在 杀 水 性 凝 胶 过 滤 色 谱 固 定 相 (TSK gel PW) 的 基础 上 发 展 起 来 
的 。 这 种 大 孔径 、 小 粒度 、 中 等 交换 容量 的 树脂 对 和 蛋白质、 肽 类 、 核 酸 等 活性 生化 样品 均 表 
现 了 良好 的 分 离 效能 。 由 于 这 类 树脂 通过 0.1 一 0.5moVL NaOH 溶液 的 洗涤 很 容易 被 再 生 ， 所 
以 可 采用 较 大 颗粒 (20~~30nm) 的 固定 相 完成 大 规模 分 离 制备 。 

以 亲 水 性 大 孔 交 联 聚 甲 基 丙 烯 酸 羟 基 乙 酯 微 球 为 基质 的 各 种 离子 交换 树脂 在 高 效 IEC 固 
定 相 中 也 占有 重要 地 位 。 例 如 ， 由 Spheron 凝 胶 所 衍生 的 携带 有 DEAE、TEAE、SP、CM 基 
团 的 树脂 ， 其 性 能 指标 (包括 粒度 大 小 、 了 和 孔径 分 布 、 强 度 、 亲 水 性 能 、 交 换 容量 、 负 和 载 量 、 
可 收 率 、pH 值 与 流速 的 适应 范围 等 ) 均 适 合 分 离 各 种 生物 样品 。 类 似 结 构 的 Macrosphere/R 
DEAE、QAE、CM 和 SB 树脂 也 是 蛋白 质 、 核 酸 等 生物 大 分 子 分 离 的 高 效 IEC 固定 相 。 

表 2-20 列 出 了 常见 高 聚 物 基质 IEC 固定 相 ( 包 括 非 多 孔 固定 相 ) 的 结构 与 性 能 特征 中。 
















































































































































































































































































7 





























































































































才刚 















































































































































一 






















































































































































































































































































除 Aminex HPX 系列 之 外 ， 均 可 在 pH=2 一 12 〈 甚 至 更 宽 ) 的 范围 内 使 用 。 
常见 的 高 聚 物 基质 高 效 离子 交换 色谱 固定 相 
名 称 基 质 官能 基 团 粒度 /um 孔径 /nm 应 
Mono Q PS-DVB — NMe3 10 80 分 离 纯化 蛋白 质 等 
Mono S PS-DVB — SO3 10 80 
TSK gel SP-5PW 亲 水 性 高 聚 物 SP 10 100 分 离 蛋 白质 、 肽 、 核 酸 等 
TSK gel DEAE-5PW 亲 水 性 高 聚 物 DEAE 10 100 
TSK gel CM-5PW 亲 水 性 高 聚 物 CM 10 100 
TSK gel DEAE-NPR 亲 水 性 高 聚 物 DEAE 2 非 多 孔 快速 分 离 蛋 白质 、 核 酸 等 
TSK gel SP-NPR 亲 水 性 高 聚 物 SP 2.5 非 多 孔 
TSK gel SCX PS-DVB — SO3 10 分 离 氨 基 酸 、 碱 基 、 有 机 酸 、 
TSK gel SAX PS-DVB 一 NR 了 10 糖 类 
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名 称 基 质 官能 基 团 粒度 /um 孔径 /nm 应 用 
Macrosphere/R DEAE HEMA 高 聚 物 DEAE 10 35 分 离 蛋 白质 等 
Macrosphere/R QAE HEMA 高 聚 物 QAE 10 35 
Macrosphere/R CM HEMA 高 聚 物 CM 10 35 
Macrosphere/R SB HEMA 高 聚 物 SB 好 35 
Bio-Gel MA7P 高 聚 物 PEI 7 非 多 孔 快速 分 离 蛋白 质 、 肽 、 核 酸 等 
Bio-Gel MA7C 高 聚 物 CM 7 非 多 孔 
Bio-Gel MA7S 高 聚 物 SP 7 非 多 孔 
Bio-Gel MA7Q 高 聚 物 — NR3 8，10 非 多 孔 
PL-SAX PS-DVB — NR3 8，10 100、400 分 离 蛋 白质 等 
PL-SCX PS-DVB — SO3 10 100、400 
Hydrophase PEI 高 聚 物 PEI 10 50 
Hydrophase CM2 高 聚 物 CM 10 一 15 50 
Hitachi gel 3011-N PS-DVB 一 NR 了 15 离 核 音 酸 、 有 机 酸 、 糖 类 等 
Hitachi gel 3011-S PS-DVB 一 SO3 10 离 核酸 碱 基 、 氨 基 酸 等 
Hitachi gel 3015-C PS-DVB 一 COOH 10 一 15 离 胶 类 等 
BIO-10 PS-DVB 一 SOj 5 离 酸性 肽 类 等 
BIO-20 PS-DVB 一 SOj 5 离 碱 性 肽 类 
Benson BA-X PS-DVB 一 NE 了 7 一 10 分 离 氨基 酸 、 糖 类 等 
Benson BC-X PS-DVB 一 SOj 7 一 10 分 离 氨基 酸 、 肽 类 等 
Benson BCOOH 聚 丙烯 酸 酯 类 一 COOH 7 一 10 分 离 蛋 白质 、 药 物 等 
Aminex HPX87 系列 PS-DVB 阳离子 型 9 分 离 糖 类 、 有 机 酸 、 醇 类 等 
Aminex HPX42 系列 PS-DVB 阳离子 型 9 分 离 疹 糖 等 
SOURCE 15 Q PS-DVB 阴离子 型 15 高 分 辩 率 精细 分 离 纯化 生物 
SOURCE 15 S PS-DVB 阳离子 型 15 化 物质 
SOURCE 30 Q PS-DVB 阴离子 型 30 极 快速 中 度 至 精细 分 离 纯化 
SOURCE 30 S PS-DVB 阳离子 型 30 生化 物质 
POROS Q PS-DVB 季 贸 型 10，20 超大 和 孔 极 快速 分 离 纯 化 生化 物质 
POROS DEAE PS-DVB DEAE 10，20 超大 和 孔 
POROS S PS-DVB 磷 矶 型 10，20 超大 和 孔 
POROS CM PS-DVB CM 10，20 超大 和 孔 




















四 、 体 积 排 阻 色谱 固定 相 


体积 排 阻 色 谱 固定 相 包括 具有 确定 孔径 的 有 机 和 无 机 凝 胶 两 大 类 ， 和 常用 的 凝 胶 包 括 奏 
葡 聚 糖 或 琼脂 糖 凝 股 、 二 乙烯 基 茶 、 丙 烯 酸 酯 、 聚 茶 乙 烯 等 。 不 同 的 凝 胶 在 性 能 、 使 用 
主 方法 等 方面 存在 明显 差异 ,由 于 聚合 物 固定 相 有 轻微 的 交 联 , 置 于 溶剂 中 时 会 产生 lnm 
有 效 孔 径 。 实 际 上 在 聚合 物 和 硅胶 固定 相 中 ， 了 孔径 有 着 不 同 的 意义 : 硅胶 固定 相 的 孔径 指 
的 是 实际 可 测 的 数据 ， 能 够 通过 压 示 法 或 氮气 吸附 法 测 得 ;而 聚合 物 固定 相 中 “孔径 ”描述 
的 是 聚合 物 链 长 延伸 时 排除 的 空间 。 例 如 : 一 个 指定 的 100nm 的 聚合 物 SEC 固定 相近 似 地 
等 效 于 孔径 为 8nm 的 硅胶 。 

改 性 硅胶 和 未 改 性 硅胶 均 可 作为 体积 排 阻 色谱 固定 相 ， 用 于 非 水 浴 剂 体系 进行 凝 胶 渗 透 
色谱 GPC) 分 析 ， 或 以 水 溶液 为 流动 相 分 离 水 溶液 高 聚 物 。 为 了 克服 硅胶 表面 残余 硅 羟 基 
所 导致 的 不 可 逆 吸 附 ， 一 般 通 过 与 小 分 子 硅烷 化 试剂 作用 ， 以 尽 可 能 地 将 表面 残余 的 硅 羟 基 
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履 盖 。 此 外 ， 调 整流 动 相 的 性 质 也 会 改善 或 降低 凝 胶 表 面 


亲 水 凝 胶 色 谱 流 动 相 中 添加 中 性 










































































1 对 溶质 的 非特 异性 吸附 。 例 如 ， 在 
E 盐 (一 般 加 0.15mol/L NaCl) 即 可 使 残余 硅 羟基 的 离子 交换 





































































































































































































影响 降 至 可 忽略 的 程度 。 
硅胶 在 作为 凝 胶 过 滤 色 谱 〈GFC) 固定 相 使 用 时 ， 往 往 需 对 其 表面 加 以 改 性 。 目 前 商品 
化 固定 相 中 应 用 最 广 的 二 醇 型 化 学 键 合 硅胶 的 表面 改 性 过 程 见 图 2-6。 未 经 改 性 的 多 孔 硅胶 
或 可 探 孔径 玻璃 可 以 直接 用 于 中 性 糖 的 寡 聚 物 和 聚合 物 的 分 离 ， 但 用 于 生物 高 分 子 分 离 时 ， 
通常 需 进行 表面 亲 水 处 理 。 表 2.21 列 出 了 常见 的 无 机 基质 末 水 交 疑 胶 的 性 能 参数 。 
区 OT + (MeOQ)Si (CThY: © rc Ar > i {CH O He CH 
OH OH 
H 全 (CH 0 CH CH， 
pH=3-335 也 
国 权 四 二 醇 型 化 学 键 合 硅胶 的 制备 
EBP 常见 的 无 机 基质 亲 水 凝 胶 固定 相 
粒 径 径 容 职 排 阻 极限 失忆 D 
商品 名 称 键 合 相 粒 和 也 和 孔 容 Do f Be 
/m /nm /(ml/g) /(m /g) 蛋白 葡 聚 糖 | 聚 茶 乙 烯 公司 
10 1.71 350 1X105 | 9X10? 
有 30 2.2 100 1X10 | 8x10° 
Aquapore-OH 10 50 2X105 Beownleelabs 
100 2X10” 
400 
10 1.2 250 8X104 
30 2.0 250 3X105 
Lichrospher Diol - 醇 10 50 0.8 50 6X105 Merck 
100 0.8 20 1.4X105 
400 0.8 6 8X105 
Protein Columns 6 0.4 190 2x104 
1125 - 醇 10 12.5 0.96 320 8X104 Waters 
1250 25 0.98 130 5xX105 
10 0.97 250 SX105 105 8X104 
30 1.48 一 105 3X105 
SyChropack GPC - 醇 10 50 0.91 50 5X105 | 3X105 6X105 SynChrm Inc 
100 0.8 20 2X107 | 3x10” | 1.4x10° 
400 一 8 一 3X10° 
TSK gel G2000 SW | 表面 羟基 10 13 | 0.8 一 1.0 -一 1X105 
TOSOH 
TSK gel G3000 SW | 表面 羟基 10 24 1.5~2.0 一 5X10 ( 东 曹 ) 
TSK gel G4000 SW | 表面 羟基 10 45 | 2.4 一 2.8 一 7X105 
TSK-GEL SW 系列 GFC 色谱 固定 相 是 亲 水 改 性 硅胶 固定 相 的 典型 代表 , 其 pH 值 适 用 范 

















围 为 2.5 一 7.5， 可 以 使 用 乙 且 、 丙 酮 、 甲 醇 或 乙醇 等 与 水 完全 互 溶 的 有 机 溶剂 
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析 分 离 蛋白 质 和 多 肽 类 样品 .10hm 的 TSK gel G2000 SW、TSK gel G3000 SW 和 
gel G4000 SW 色谱 柱 应 ) 
效 固定 固 色 谱 柱 ，TSK gel 4000 SWXL 是 8hm 的 高 效 
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13hm 的 TSK 








最 多 ; TSK gel G2000 SWXL 和 TSK gel G3000 SWXL 是 Sum 的 高 
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高 聚 物 类 型 GPC 固定 相 以 交 联 共聚 的 茶 乙 烯 -二 乙烯 茶 多 了 筷 微 球 为 代表 ， 固 定 相 的 孔径 
大 小 与 孔 的 形态 因 致 孔 方法 而 异 。 单 纯 由 交 联 网 络 所 决定 的 孔 一 般 都 是 均匀 的 微 孔 ， 排 阻 极 
限 可 达 聚 葵 乙 烯 分 子 量 5X10; 结构 非 均匀 的 固定 相通 常 采用 非 良 溶剂 致 孔 ， 排 阻 极限 可 高 
达 聚 茶 乙 烯 分 子 量 10 。 

交 联 聚 茶 乙烯 多 和 孔 微 球 作为 高 效 的 GPC 固定 相 已 有 许多 商业 化 产品 ， 如 pg-Spherogel 系 
列 , Shodex GPC-A、GPC-H、GPC-KF 系列 , PLRP-S 系列 , TSK gel-H、gel-HXL 系列 , Styragel 
系列 ，HSG 系列 等 。 这 些 固定 相 大 多 为 10um 左右 粒度 的 均匀 微 球 ， 颗 粒 机 械 强 度 良好 ， 可 
以 在 较 高 流速 和 压力 下 使 用 ， 柱 效 一 般 为 每 米 数 万 塔 板 数 。 

传统 的 GFC 中 使 用 的 高 聚 物 类 型 固定 相 都 是 软 质 凝 胶 ， 主 要 包括 : 葡 聚 糖 型 凝 胶 如 
Sephadex 系列 ; 琼脂 糖 型 凝 胶 如 Sepharose 系列 .Bio-Gel A 系列 ; 聚 丙 烯 酰胺 型 凝 胶 如 Bio-Gel 
P 系列 等 。 这 些 软 质 凝 胶 的 粒度 分 布 范围 宽 ， 颗 粒 强度 低 ， 不 能 经 受 高 压 操作 ， 分 离 速度 慢 ， 
只 适 于 普通 柱 色谱 分 离 。 但 是 其 杀 水 性 和 生物 相 容 性 良好 ， 因 此 适合 于 大 规模 分 离 纯 化 生物 
大 分 子 和 水 溶性 高 聚 物 。 

在 传统 多 糖 型 凝 胶 的 基础 上 已 相继 发 展 出 多 系列 高 交 联 结构 的 多 糖 型 凝 胶 。 这 些 凝 胶 的 
物化 参数 和 性 能 指标 均 有 很 明显 的 改进 与 提高 ， 颗 粒 分 布 范围 比较 窗 ， 具 有 民 好 的 机 械 强 度 
和 化 学 稳定 性 ， 可 以 在 较 高 流速 下 进行 操作 ， 也 能 够 在 广泛 pH 值 范围 内 使 用 和 用 酸 、 碱 溶 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































液 清 洗 色 谱 柱 。 表 2-22 中 给 出 了 部 分 常见 的 可 用 作 GFC 固定 相 的 多 糖 型 凝 胶 。 
常见 的 多 糖 型 凝 胶 过 滤 色 谱 固定 相 
产品 分 离 范围 粒度 耐 压 最 高 流速 特性 /应 用 
( 球 蛋 白 ) /nm /MPa /(cm/h) 
Superdex 30 prep grade =<1x104 22 一 44 0.3 90 重组 蛋白 肽 类 、 多 糖 、 小 蛋白 等 
Superdex 75 prep grade 3X103 一 7X10? 22~44 0.3 90 重组 蛋白 、 细 胞 色素 
Superdex 200 prep grade 1X10~6X105 22~44 0.3 90 单 抗 、 大 和 蛋 
Superose 6 prep grade 5X10’~5X10° 20~40 0.4 40 肽 类 和 蛋白、 多 糖 、 寡 核 昔 酸 、 病 毒 
Superose 12 prep grade 1X103 一 3X105 20 一 40 0.7 40 肽 类 和 蛋白、 多 糖 
Sephacryl S-100 HR 1X103 一 1X105 25 一 75 0.2 60 肽 类 、 激 素 、 小 蛋 
Sephacryl S-200 HR 5X10°~2.5X10 | 25 一 75 0.2 60 蛋白 ， 如 小 血清 蛋白 、 白 蛋 
液 抗体 、 单 抗 (lgG/MAB) 
Sephacryl S-300 HR 1X10~1.5X10° | 25 一 75 0.2 60 蛋白 ,如 膜 蛋 白 和 血清 蛋 
液 抗体 、 单 抗 (lgG/MAB) 
Sephacryl S-400 HR 2X10? 一 8X105 25 一 75 0.2 50 多 糖 , 具 延 伸 结 构 的 大 分 子 如 蛋 
多 糖 、 脂 质 体 25000 碱 基 对 的 
DNA 限制 片段 
Sephacryl S-500 HR 葡 聚 糖 4X104 一 25 一 75 未 经 40 二 25000 碱 基 对 的 DNA 限制 片 
2X107 测试 段 ， 如 DNA 限制 片段 
Sephacryl S-1000 HR 葡 聚 糖 5X10;~ | 40 一 105 0.1 300 巨大 多 糖分 子 、 和 蛋白 多 糖 ; 小 颗 
1X108 粒 分 子 如 膜 结合 圳 〈<<300 一 
400nm 直径 ) 或 病毒 
Sepharose 6 Fast Flow 1X10*~4X10% | 45 一 165 0.1 250 巨大 分 子 如 DNA 质粒 、 病 毒 
Sepharose 4 Fast Flow 6X104~2X10” | 45~165 | 0.005 15 巨大 分 子 如 重组 乙 型 肝炎 表面 
抗原 、 病 毒 
Sepharose CL-2B 7X10*~4X10” | 60~200 | 0.005 26 蛋白 、 大 分 子 复 合 物 、 病 毒 核酸 、 
蛋白 多 糖 、 分 子 量 的 测量 , 特别 是 
不 能 溶解 /凝集 于 水 溶液 的 分 子 
Sepharose CL-4B 6X10*~2xX10” | 45~165 | 0.012 26 大 蛋白 、 肽 类 、 多 糖 ， 特 别 是 不 能 深 
解 /凝集 于 水 溶液 的 分 子 及 分 子 的 测定 
Sepharose CL-6B 1X10~4X10° 45~65 0.02 30 和 蛋白、 肽 类 、 多 糖 ， 特别 是 不 能 溶解 
/凝集 于 水 溶液 的 分 子 及 分 子 的 测定 
































表 2-22 1! 





， 不 同系 列 的 产品 各 : 
的 分 离 范围 很 宽 ; Sepharose FF 适 于 高 流速 分 离 ;， Sephacryl 经 济 实 








CL 更 适合 于 含有 机 溶剂 样品 的 分 离 。 





OH pak 和 Ion 
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多 种 分 离 范围 的 亲 








水 性 高 效 SEC 

















子 交 换 剂 ， 可 |) 





于 不 含 离子 化 基 团 的 诸如 多 半 








展 的 适 于 生物 大 分 





子 分 离 的 杀 水 性 高 效 SEC 后 








作为 高 效 GFC 固 





定 相 ， 可 

















两 个 系列 产品 是 日 
固定 相 。Ion pak 
雪 和 训 糖 类 化 合 物 的 分 离 。 


j 于 诸如 文 链 省 粉 、 蛋 
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在 合成 杀 水 性 高 聚 物 凝 胶 中 , 羟基 化 聚 醚 树脂 TSK 
泛 。TSK gel PW 系列 色谱 柱 的 pH 适 

















使 用 





通常 分 析 色 谱 柱 使 
22hm 或 25hum。TS 








用 的 天 
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子 ， 如 和 蛋 
分 离 。 


带 有 小 孔 结构 的 树脂 如 G2000PW 逢 





类 化 合 物 。 大 和 孔 结 
和 蛋白质 的 分 辨 率 低 





或 13nm 固定 相 。 医 
适用 于 以 凝 胶 色 谱 


有 机 聚合 物 等 样品 。 





构 的 PW 















































PW 系列 特别 


G3000PW 和 G6000PW 混合 物 ) 填充 柱 
填充 柱 和 TSK gel PWxi 系列 
阴离子 型 和 阳 





所 有 非 离子 型 、 














K gel PWxr 系列 色谱 柱 所 使 用 的 固 
为 TSK gel PW 固定 相 
的 模式 分 析 分 离 蛋 白 
相对 而 言 ，TSK gel SW 色谱 柱 适 合 于 分 析 分 离间 


白 等 ， 而 TSK gel PW 色谱 柱 更 适合 于 多 糖 、 合 成 聚合 物 等 多 分 散 性 样品 的 分 析 





于 大 分 子 蛋 
RNA 和 寡 核 背 酸 的 分 离 。TSK gel G-DNA-PW 系列 
DNA 碎片 的 专用 柱 。 
适合 于 多 糖 类 化 合 物 的 分 离 ， 














用 范围 





为 2 一 12，, 可 





温度 达 80C (TSK gel G-DNA-PW 为 50'C )。TSK 
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] 且 品 利 





谱 柱 | 


有 其 突出 的 特点 ， 例 如 : Superdex 的 分 辨 率 高 ; Superose 








本 Shodex 公司 为 分 离 水 溶性 高 分 子 而 发 
属于 以 PS-DVB 微 球 为 基质 的 强酸 性 阳 离 
阳离子 化 合 物 能 被 吸 




















定 相 粒度 为 10um 和 17hm， 并 





多 样 ; 





Sepharose 























展 出 的 


具有 














附 ， 而 阴离子 化 合 物 则 被 排 阻 。 PL-GFC 系列 产品 是 由 孔径 与 之 相对 应 的 PLRP-S 系列 树脂 发 
定 相 。 基 于 聚 乙 燃 醇 基质 的 Asahipak GS 系列 
肽 类 等 化 合 物 的 分 离 。 

gel PW 系列 在 GFC 中 应 用 最 为 广 
| 使 用 含有 50% 有 机 溶剂 的 流动 相 ， 
gel PW 有 了 七 种 不 同 孔径 的 固 








定 相 ， 








出 备 柱 






































白质 的 分 离 。PW 











混合 床 



































表 2-24 给 出 J 了 


























中 





电汇 总 了 了! 











目前 世界 上 主要 凝 胶 色谱 固定 相 ) 





定 相 是 具 
具有 非常 宽 的 分 离 范 
质 、 多 上 肽 、 多 糖 、 诊 糖 、DNA、 
分 散 性 的 生物 大 分 


1 TSK gel G-Oligo-PW 系列 可 
树脂 ， 如 G5000PW 和 G6000PW 作为 GFC 周 























的 固定 相 粒 度 为 17hm、 
有 更 高 柱 效 的 6um、10hm 
围 和 线性 良好 











的 校正 曲线 ， 
RNA、 水 溶性 的 












































j 于 高 分 辩 地 分 离 吝 糖 
定 相 ， 昌 然 对 普通 





树脂 也 可 用 于 核酸 ， 如 DNA 碎片 、 


色谱 柱 则 是 分 离 1000 一 7000 碱 基 对 





























二 的 大 


层 的 TSK gel GMPW ( 它 是 G2500PW、 
、G6000PW+G3000PW 填充 柱 、G5000PW+G3000PW 
色谱 柱 都 有 几乎 成 线性 的 分 子 量 校正 1 











线 ， 适 宜 宽 分 子 量 范围 ， 

















离子 型 的 多 糖 类 化 合 物 以 及 多 糖 的 衍生 物 ， 都 






































国 计 量 科学 研究 院 可 提供 的 分 子 量 标准 物质 信息 。 


中 国 计 量 科 学 研究 院 宿 分布 聚 茶 乙 烯 分 子 量 标准 物质 





能 成 功 得 以 分 离 。 





商 及 其 产品 的 信息 ， 表 2-23 和 表 2-25 















































分 子 量 ( 25 尼 重 均 分 子 量 ( 25C 村 数 ( 25°C 
标准 物质 编号 标准 值 与 不 确定 度 数 均 分 子 量 ( ) 均 分 子 量 ( ) | 特性 黏 数 ( ) 
/(g/mol) /(g/mol) /(ml/g) 
标准 值 4.18X10“ 4.63X10™ 27.15 
GBW (E) 050001 
相对 标准 不 确定 度 0.2 0.6 0.24 
标准 值 14.36X10™ 17.24X10™ 67.79 
GBW (E) 050002 
相对 标准 不 确定 度 0.7 0.6 0.22 
标准 值 50.4X10™ 63.5X104 169.13 
GBW (E) 050003 
相对 标准 不 确定 度 2 人 1.0 0.53 
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E 光 罗 辣 中国 计 量 科 学 研究 院 窒 分 布 葡 聚 糖分 子 量 标准 物质 第 

标准 物质 编号 重 均 分 子 量 /(g/mol) 分 子 量 分 布 相对 扩展 不 确定 度 ( 对 2 ) /% 入 
GBW (E) 050004 4.32X103 1.49 7.6 
GBW (E) 050005 1.26X 107 1.77 7.8 
GBW (E) 050006 6.06X 107 1.51 7.6 
GBW (E) 050007 1.10X10-5 1.33 7.8 
GBW (E) 050008 2.89X 10™5 1.38 7.8 
GBW (E) 050009 5.21X1075 1.44 7.6 






































































































































































































































































































































































































































五 、 亲 水 作用 色谱 固定 相 
亲 水 作用 色谱 (HILIC， 是 具有 不 同 酸 碱 特 性 且 可 电离 化 合 物 分 离 的 有 效 手 段 。 其 概念 
最 早 由 Alpert 于 1990 年 提出 中。 强 极 性 样品 在 反 相 液 相 固定 相 上 保留 很 弱 ， 而 在 正 相 分 离 
条 件 下 保留 过 强 ， 难 以 洗 胶 。 此 外 ， 强 极 性 样品 通常 在 正 相 色谱 中 常用 的 非 水 相 流 动 相 中 溶 
解 度 极 低 ， 不 能 发 展 出 普 适 的 分 析 方 法 。 除 了 对 强 极 性 化 合 物 和 亲 水 化 合 物 有 良好 的 保留 和 
分 离 选 择 性 ， 亲 水 作用 色谱 还 具有 采用 的 流动 相 体 系 简 单 、 易 于 操作 、 可 以 方便 地 与 质谱 侦 
联 等 优势 。 
近年 来 ， 亲 水 作用 色 ee 药物 分 析 、 代 谢 组 学 、 和 蛋白 质 组 学 等 研 
究 热点 领域 需要 完成 大 量 强 极 性 化 合 物 的 分 离 分 析 任 务 ，HILIC 以 其 自身 具有 的 特殊 优势 可 
以 发 挥 重要 作用 。 美国 FDA 在 2008 0 “LCMS/MS 检测 婴儿 配方 乳 制品 中 的 三 聚 所 
胺 和 三 聚 握 酸 ”中 即 采用 了 默 克 公司 生产 的 亲 水 作用 色谱 柱 (ZIC?-HILIC) 作为 标准 方法 的 
发 工具 。《 中 国药 典 》2010 年 版 也 开始 使 用 HILIC 
a 3 NN > ER 
默 克 公司 是 最 早 开 展 HILIC 色谱 柱 研究 的 公司 之 0 
一 ， 已 经 开发 出 的 ZICS-HILIC 系列 产品 规格 见 表 ZICR_HILIC ZICR_cHILIC 
2-26。 其 在 固定 相 表面 键 合 两 性 离子 ( 见 图 2-7)， 可 两 性 离子 固定 相 
以 更 好 地 发 挥 HILIC 固定 相 与 流动 相 匹 配 分 离 极 性 化 合 物 的 优势 。 
ZIC?-HILIC 系列 产品 规格 
柱 管 规格 /mm x mm) 固定 相 粒 径 /um 孔径 / A 
S0X2.1 3.5 100 
00X2.1 3.5 100 
S0X2.1 100 
S0X4.6 3.5 100 
S50X2.1 3.5 200 
00X2.1 :3 200 
S0X2.1 3.5 200 
S0X4.6 3.5 200 
S0X2.1 5 200 
S50X4.6 e 200 
SOX7.5 Ee 200 
100X2.1 3 200 
100X4.6 5 200 
150X2.1 5 200 
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柱 管 规格 /mm x mm) 固定 相 粒 径 /um 孔径 / A 
150X4.6 e 200 
150X7.5 5 200 
250X4.6 本 200 
150X4.6 10 100 
150X7.5 10 100 
250X4.6 10 100 








注 : 柱 管 为 PEEK 柱 。 


六 、 疏 水 作用 色谱 固定 相 
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] 类 似 ， 但 是 其 分 离 机 秆 
固定 相 的 
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酯 类 
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产生 玻 水 性 相互 
按 其 疏水 性 特征 被 依次 洗 脱 ， 
比 ，HIC 方法 避免 了 流动 相 中 
此 在 生化 样品 的 分 离 纯化 方面 被 广泛 采 
常见 的 商品 键 合 相 HIC 固定 相 基 质 
站 糖 凝 受 〉 和 合成 
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E 胺 反应 ， 则 可 种 
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用 。 
材料 包括 碍 


高 到 

















见 的 高 聚 物 基 质 与 多 糖 基质 的 HIC 固定 相 。 
部 分 常见 的 高 聚 物 基质 与 多 糖 基质 的 疏水 作用 色谱 固定 相 





F 液 相 色 谱 方 法 





。 分 离 机 到 




















面 之 间 弱 的 
度 流动 相 条 件 下 ， 蛋 

















玻 水 性 相互 { 


























氏 时 ， 














与 反 相 色谱 的 强 玻 水 性 


质 分 子 中 的 下 水 性 间 
当 流 动 相 的 离子 强度 逐渐 降 
琉 水 性 越 强 ， 洗 脱 的 时 间 越 长 ， 进 而 实现 分 离 。 与 反 届 
日 大 量 有 机 溶剂 ， 能 有 效 地 保持 被 分 离 物 质 的 4 








FE 用 。HIC 





Bb 
蛋白 样品 

色谱 
E 物 活性 
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色谱 (hydrophobic interaction chromatography，HIC) 是 为 了 适应 活性 生物 大 分 
质 的 分 离 而 发 展 起 来 的 一 利 
| 更 多 地 依赖 于 溶质 与 固定 相 表 
FE 特征 ， 在 高 离子 强 
而 被 吸附 ， 


作 
柱 
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则 
相 
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胶 和 高 聚 物 两 种 。 


高 了 





基 聚 茶 乙 炳 树脂 ) 等 。 为 了 提高 基质 表面 的 址 


茶 姑 











i 水 性 


、 成 基 、 攻 甲 基 等 短 链 烷 烃 的 方法 ， 也 可 以 在 硅胶 
再 在 路 易 斯 酸 催化 下 接 | 





章 〈 即 聚 醚 类 ) 型 HIC 
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物 基质 包括 多 糖 型 
物 微 球 ( 如 羟基 化 聚 醚 树脂 、 交 联 聚 甲 基 丙 烯 酸 





可 以 采用 键 合 产 丙 基 、 
- 先 键 合 
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竺 \ 
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由 成 本 型 键 合 相 ; 将 聚 乙 二 醇 与 环 





回 定 相 。 表 2-27 中 给 出 了 部 分 常 

































































































































































名 称 基 质 官能 团 粒度 /um | 孔径 /nm 应 用 
二 亲 水 性 高 聚 物 藉 基 10 100 分 离 纯化 蛋白 质 等 
TSK gel Ether-5PW | 亲 水 性 高 聚 物 醚 10 100 分 离 纯化 蛋白 质 等 
TSK gel Butyl-NPR | 亲 水 性 高 聚 物 丁 基 2.5 非 多 孔 分 析 分 离 蛋白 质 、 肽 等 
SOURCE ETH PS-DVB 醚 15 快速 高 分 辩 分 离 蛋 白质 、 肽 类 竺 
SOURCE PHE PS-DVB 茶 基 15 快速 高 分 辩 分 离 蛋 白质 、 肽 类 等 
SOURCE ISO PS-DVB 异 丙 基 15 快速 高 分 辩 分 离 蛋 白质 、 肽 类 等 
HRLC MP7 HIC 高 聚 物 基 7 90 分 离 蛋白 质 等 
Macrosphere/R HIC | HEMA 高 聚 物 酯 基 10 35 分 离 蛋 白质 等 
POROS Phenyl PS-DVB 葵 基 10，20 贯 流 孔 快速 分 离 纯化 蛋白 质 等 
POROS Butyl PS-DVB 丁 基 10，20 贯 流 孔 快速 分 离 纯 化 蛋白 质 等 
POROS Ether PS-DVB 醚 10，20 贯 流 孔 快速 分 离 纯 化 蛋白 质 等 
POROS Diol PS-DVB - 醇 10，20 贯 流 孔 快速 分 离 纯 化 蛋白 质 等 
Alkyl Superose 多 糖 烷 基 12 大 孔 适 于 纯化 疏水 性 强 及 不 稳定 的 蛋白 质 












































第 二 章 ， 液 相 色 谱 固定 相 与 色谱 柱 | 55 | 


















































名 称 基 质 官能 团 粒度 /um 孔径 /nm 应 用 
Phenyl Superose 多 糖 茶 基 12 大 了 筷 分 离 纯 化 蛋白 质 、 酶 等 
Phenyl Sepharose HR 多 糖 苯 基 34 大 孔 蛋白 纯化 及 分 离 制备 
Phenyl Sepharose FF 多 糖 茶 基 90 大 了 筷 快速 蛋白 与 生物 分 子 制备 
Butyl Sephavose FF 多 糖 丁 基 90 大 孔 快速 蛋白 与 生物 分 子 制备 
Octyl Sepharose FF 多 糖 辛 基 90 大 孔 快速 蛋白 与 生物 分 子 制备 



































七 、 高 效 亲 和 色谱 固定 相 
杀 和 色谱 (AFC) 是 利用 生物 分 子 之 间 特 异性 相互 作用 实现 分 离 的 液 相 色谱 分 离 模式 。 
杀 和 色谱 是 一 种 特异 性 的 分 离 技 术 ， 这 种 特异 性 相互 作用 是 活性 生物 大 分 子 回 有 的 特征 ， 
例如 酶 能 与 底 物 、 抑 制 物 、 辅 酶 等 结合 ， 抗 体能 与 互补 的 抗原 相 结合 ;凝集 素 能 与 细胞 的 
掉 抗 原 以 及 某 些 糖 类 相 结合 ; 激素 能 与 蛋白 及 细胞 受 体形 成 复合 物 ; 基因 可 与 核酸 和 阻 
过 蛋白 相互 作用 等 。 亲 和 色谱 以 其 极 高 的 选择 性 不 可 奉 代 地 应 用 于 复杂 生物 体系 的 分 离 、 
分 析 中 。 

传统 杀 和 色谱 多 使 用 天 然 或 合成 高 分 子 载体 〈 和 葡 聚 糖 凝 腕 、 琢 脂 糖 凝 胶 等 )， 机 械 强度 
差 ， 难 以 提高 淋 洗 速度 。 高 效 亲 和 色谱 采用 可 控 孔 径 硅胶 、 可 控 孔 径 玻 璃 等 无 机 基质 ， 机 志 
强度 高 且 易 于 通过 各 种 化 学 键 合 而 增加 配 基 牢 度 ， 上 有 具有 很 好 的 应 用 前 景 。 有 机 聚合 物 基质 主 
要 有 多 糖 型 和 高 聚 物 型 两 大 类 。 无 机 基质 的 主要 缺陷 为 耐 受 pH 值 范 围 较 罕 (pH=2 一 8)， 并 
了 残余 硅 羟 基 可 造成 非特 异 吸 附 而 降低 收 率 ， 甚 至 导致 产品 失 活 。 
按照 亲 和 色 谱 配 体 性 能 即 固定 相 所 携带 配 体 对 被 分 离 物质 的 选择 性 特征 , 可 分 为 专用 性 和 通 
用 性 两 大 类 。 就 亲 和 配 体 的 连接 方式 而 言 ， 既 可 以 将 配 体 与 基质 直接 偶 联 ， 也 可 以 在 基质 与 配 体 
之 间 插 入 一 适当 长 度 的 链 状 间隔 辟 间 接连 接 。 由 于 适当 的 间隔 壁 链 段 可 以 有 效 地 克服 基质 表面 的 
几何 位 阻 效应 ， 使 得 配 体 更 容易 与 被 分 离 物 结合 ， 通 常 带 有 间隔 臂 的 AFC 固定 相 往 往 具有 更 为 
优异 的 色谱 性 能 。 对 于 以 小 分 子 为 配 体 分 离 大 分 子 的 亲 和 固 定 相 来 说 , 间隔 辟 的 作用 显得 更 为 重 
要 。AFC 固定 相 的 间隔 臂 主要 包括 烃 类 、 链 状 的 聚 腕 类 、 肽 类 、 链 状 聚 醚 类 等 。 

常见 的 多 糖 型 凝 胶 ， 如 Sepharose 4B 与 6B 、Sepharose 4FF 与 6FF、Sepharose CL-4B 与 
CL-6B 等 , 均 可 用 作 AFC 固定 相 的 基质 。 这 些 凝 胶 经 活化 处 理 后 ， 与 上 述 各 类 杀 和 配 体 进 行 
偶 联 ， 可 制备 出 具有 相应 分 离 作 用 的 杀 和 色谱 分 离 介质 。 
有 适宜 结构 参数 和 物化 性 质 的 各 种 合成 高 聚 物 微 球 ， 如 交 联 聚 茶 乙烯 、 交 联 聚 甲 基 丙 
断 酸 酯 类 、 亲 水 性 的 羟基 化 聚 配 、 交 联 聚 乙烯 醇 等 树脂 基本 上 都 可 作为 林 质 树脂 ， 用 于 制备 
高 效 AFC 固定 相 。 表 2-28 列 出 了 一 些 商 品 的 HPAC 固定 相 ， 除 少数 为 高 聚 物 外 ， 大 多 为 硅 
胶 基质 。 表 2-29 中 也 给 出 了 一 些 商 品 的 高 聚 物 基 质 HPAC 固定 相 "。 


商品 高 效 亲 和 色谱 固定 相 
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类 型 商品 名 基 质 粒 径 /um 主要 用 途 厂 ” 滴 9 
醛 基 硅胶 10，30 时 联 氨基 SE, ST, C 
氧 甲酸 酯 HyPAC Carbonite N 硅胶 5~10 轩 联 氨基 BA 
Ultraffinity-EP 硅胶 10 时 联 氨基 B 
挟 氧 Eupergit 丙烯 酸 酯 30 轩 联 氨基 R 
Durasphere A 硅胶 7 时 联 和 氨基 A 
羟基 丁 二 酸 Affiprep 10 聚合 物 40~60 时 联 氨 基 BR 
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类 型 商品 名 基 质 粒 径 /nm 主要 用 途 厂 商 ” 
Selectispher Tresyl 硅胶 10 偶 联 氨基 PR, P 
三 氟 代 乙酰 磺 酸 Shim-Pack AFC-TR 硅胶 10 偶 联 氨基 S 
(Tresyl) TSK gel TiesyL-5PW PS-DVB 10 偶 联 氨基 TS 
YMC-Pack 硅胶 10 偶 联 琉 基 部 
清 蛋 Resolvosil BSA-7 硅胶 7 对 映 体 分 离 MN 
Selectispher Boronate 硅胶 10 PB 
TSK gel Boronate-SPW PS-DVB 10 TS 
硼酸 盐 
Shim-Pack AFC-BN 硅胶 10 S 
YMC-Pack 硅胶 10 Y 
Selectispher 硅胶 10 需 辅酶 的 酶 PB 
Cibacron Blue 琼脂 糖 下 扰 素 SA 
六 Shodex AF-PAK 聚合 物 15…20 凝集 素 等 SD 
TSK gel Blue-SPW PS-DVB 10 TS 
Durasphere 硅胶 7 A 
Shim-Pack AFC-CB 人 硅胶 10 S 
Selectispher Con A 硅胶 10 抗体 球 蛋 PB 
Shodex AF-PAK 聚合 物 15 一 20 抗体 球 蛋 sD 
伴 刀 豆 球 蛋 白 A 
Durasphere Con A 硅胶 7 抗体 球 蛋 A 
Shim-Pack AFC-CA 硅胶 10 抗体 球 蛋 S 
Immunodiacetic acid 人 硅胶 10 辐 定 金属 SE 
亚 氨 基 二 乙酸 Si 100 硅胶 回 定金 属 
Shodex AF-PAK 硅胶 15~20 回 定金 属 SD 
清 类 黏 蛋 LKB-Enantiopac 人 硅胶 10 夷 蛋白 酶 PHL 
Durasphere 硅胶 10 IgG，IgG 亚 类 PB，P 
Protein A 硅胶 IgG，IgG 亚 类 A 
Shim-Pack AFC-PRA 硅胶 10 IgG，IgG 亚 类 Ss 
Shodex AF-PAK 聚合 物 15~20 ”| IgG，IgG 亚 类 SD 
蛋白 质 A 
Protein A Soperose 琼脂 糖 10 IgG，IgG 亚 类 PHL 
HiPac Protein A 硅胶 30 IgG，IgG 亚 类 C 
PL-AFC Protein A 聚合 物 15 一 20 IgG，IgG 亚 类 PL 
Affiprep Prot A 聚合 物 40 一 60 IgG，IgG 亚 类 BR 
Selectispher Protein G 硅胶 10 IgG，IgG 亚 类 PB 
Shim-Pack AFC-PRG 硅胶 10 IgG，IgG 亚 类 S 
Gammabind HPLC 硅胶 30 IgG，IgG 亚 类 G 
YMC-Pack 硅胶 10 IgG，IgG 亚 类 Y 


























@ 供应 公司 或 厂家 : A 一 Alltech; B 一 Beckman; BA 一 Barspec; BR 一 Bio-Rad; C 一 Chromatochemn; G 一 Genex; MN 一 
Nachery-Nagel; P 一 Pierce; PB 一 Perstorp Biolytica AB; PHL 一 Pharmacia; PL 一 Polymer Lab; R—Rhom-Pharma; S—Shimadzu; 
SA 一 Sigma-Aldrich; SE 一 Serva; SD 一 Showadenko; ST 一 Sterogen; TS 一 Toso Haas; Y 一 YMC。 
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攻 光 区 区 部 分 高 聚 物 基 质 的 高 效 亲 和 色谱 固定 相 
配 基 名 称 基 质 粒度 /um 主要 应 用 
羟基 琥珀 酰胺 Affi-Prep 10 高 聚 物 50 分 离 伯 氨基 偶合 物 等 
蛋白 A Bio-Gel Protein A 高 聚 物 50 分 离 纯 化 抗体 等 
蛋白 A Affi-Prep Prot A 高 聚 物 40~60 分 离 纯 化 免疫 球 蛋白 等 
蛋白 A PL-AFC Protein A 高 聚 物 10 一 25 分 离 纯化 免疫 球 蛋 白 等 
Cibacron 蓝 Shodex AF-PAK 高 聚 物 15 一 20 分 离 纯化 酶 类 等 
伴 刀 豆 球 蛋白 A Shodex AF-PAK 高 聚 物 15 一 20 分 离 糖 类 等 
亚 氮 基 二 乙酸 TSK gel Chelate -5PW 亲 水 性 高 聚 物 10 分 离 纯化 蛋白 质 、 酶 类 等 
肝素 TSK gel Heparin-5SPW 亲 水 性 高 聚 物 10 纯化 和 蛋白酶、 核酸 酶 类 等 
Cibacron 蓝 TSK gel Blue-5PW 亲 水 性 高 聚 物 10 纯化 核酸 酶 、 细 胞 生长 素 等 
mm- 氨基 苯 基 础 酸 TSK gel Boronate-SPW 亲 水 性 高 聚 物 10 分 离 糖 蛋白 、 糖 类 、 转 移 RNA 等 
pP- 氨 基 茶 甲 腾 TSK ABA-5PW 亲 水 性 高 聚 物 10 纯化 蛋白 酶 、 激 酶 等 
蛋白 A PreteimA POROS DS-DVB 10，20 分 离 纯化 IgG 
IDA Imidodiacetate POROS DS-DVB 10，20 分 离 纯 化 蛋白 质 等 


八 、 灌流 色谱 固定 相 


灌流 色谱 (perfusion _ chromatography) 所 采 
在 600 一 800nm 范围 内 的 特大 孔 ， 称 为 通 孔 或 穿 透 孔 (through pore ); 
内 连接 特大 孔 的 较 小 的 孔 ， 称 为 扩散 孔 〈diffusive pore)。 贯 通 的 大 孔 可 以 允许 流 
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动 相 直 接 进入 固定 相 颗 粒 的 内 部 并 贯 

灌流 色谱 柱 可 以 同时 具有 高 流速 、 高 效率 、 
流 色谱 固定 相 的 分 离 模式 在 生物 大 分 子 分 离 上 表现 出 独特 的 优势 
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穿 而 过 。 








高 相 














的 固定 相 中 存在 两 种 孔 结 构 : 





fF 品 负载 量 和 低 操作 压力 的 特点 。 




















一 种 是 孔径 
一 种 是 孔径 在 50 一 
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产品 特征 作 了 系统 






































































































































[总 。 
PerSeptive Biosystem 公司 灌流 色谱 固定 相 的 类 型 
模式 POROS" 系 列 灌流 色谱 固定 相 的 类 型 
POROS HQ 聚 茶 乙烯 - 季 铵 盐 
POROS QE 聚 茶 乙烯 - 季 铵 盐 
阴离子 交换 
POROS PI 聚 酰 亚 胺 
POROS D 乙 基 氨 乙 基 
POROS HS 磺 丙 基 
POROSS 磺 乙 基 
阳离子 交换 
POROS SP 磺 两 基 
POROS CM 羧 甲 基 
POROS HP2 高 密度 茶 基 
玻 水 作 POROS PE 葵 基 醚 
POROS ET 乙 基 醚 
金属 整合 POROS MC 亚 胺 -二 乙酸 基 
POROS A 重组 蛋 
亲 和 POROS G 重组 蛋白 G 
POROS HE 于 素 
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续 表 
模式 POROS? 系 列 灌流 色谱 固定 相 的 类 型 
POROS AL 酰基 
POROS EP 环 氧 基 
预 活化 基 球 POROS OH 羟基 
POROS NH 氨基 
POROS HY 酰 脐 
POROS R1 PS-PVB 
POROS R2 PS-PVB 
反 相 
POROS Oligo-R3 PS-PVB 
PepMap C18 硅胶 基质 








九 、 手 性 色谱 固定 相 

对 映 异 构 体 的 液 相 色 谱 分 离 常用 三 种 方法 : 也 将 对 映 异 构 体 衔 生成 为 非 对 映 异 构 体 衍生 
物 进行 分 离 ; 包 使 用 手 性 流动 相 添 加 剂 直 接 拆 分 ; @ 使 用 手 性 固定 相 (chiral stationary phase， 
CSP) 直接 拆 分 。 
手 性 固定 相 拆 分 的 基础 在 于 未 消 旋 的 手 性 固定 相 和 手 性 溶质 之 间 的 对 映 体 分 子 作 用 力 的 
差别 。 手 性 固定 相 分 离 的 方式 具有 经 济 、 有 效 、 可 以 进行 大 规模 制备 分 离 等 优点 ， 应 用 广泛 。 

手 性 固定 相 一 般 可 分 为 配 体 交 换 手 性 固定 相 、 高 分 子 型 手 性 固定 相 、 键 合 及 涂 敷 型 手 性 
固定 相 (CSP〉 等 类 型 。 配 位 体 交 换 色 谱 法 (ligand exchange chromatography，LEC) 是 指 在 
形成 离子 配合 物 的 空间 内 形成 配 位 键 的 同时 ,固定 相 与 被 拆 分 的 分 子 之 间 发 生 内 部 相互 作用 ， 
这 种 相互 作用 通过 金属 配合 物 的 配 位 空间 完成 ,是 连 于 中 心 金属 离子 上 的 配 位 体 的 交换 过 程 。 

早期 用 于 拆 分 对 映 体 的 基体 材料 一 般 是 羊毛 、 和 葡 聚 糖 等 天 然 的 光学 活性 物质 。 基 于 类 似 
的 原理 ， 缩 水 甘油 甲 基 丙 烯 酸 -co- 亚 乙 基 二 异 丁 烯 酸 醋 、 聚 甲 基 丙 烯 酰胺 、 聚 奎 氧 烷 、 光 学 
活性 聚 氮 基 甲酸 乙 酯 以 及 聚 茶 乙 烯 等 具有 手 性 中 心 的 合成 聚合 物 固 定 相 已 经 商品 化 。 另 外 采 
分 子 印迹 技术 制备 的 聚合 物 在 手 性 识别 方面 也 有 应 用 1。 
键 合 及 涂 甫 型 手 性 固定 相 是 将 具有 手 性 识别 作用 的 配 基 通 过 稳定 的 共 价 键 连接 或 以 物理 方 
法 涂 甫 于 适当 的 固 相 载体 上 制备 出 的 手 性 固定 相 。 按 照 配 基 的 不 同 , 也 可 以 分 为 Prikle 型 固定 相 、 
多 糖 类 手 性 固定 相 、 环 糊 精 类 手 性 固定 相 、 和 蛋白 类 和 手 性 固定 相 、 抗 生 素 手 性 固定 相等 种 类 。 

Prikle 型 固定 相 是 键 合 手 性 异 构 体 固 定 相 ， 早 期 有 二 硝 基 茶 甲 酰 氨基 酸 CSP、 乙 内 酰 服 
衍生 CSP、N- 芳 基 氨 基 酸 衍生 CSP、 二 茶 并 [c] 哮 喃 酮 衍生 CSP 以 及 DNB- 和 氨基 酸 CSP 等 手 性 
固定 相 。 其 配 基 分 子 中 具有 自由 的 和 离子 化 的 羟基 ， 可 以 通过 x-x、 氧 键 以 及 静电 相互 作用 
进行 手 性 拆 分 。 

多 糖 类 手 性 固定 相 中 的 多 糖 可 以 是 纤维 素 、 直 链 淀粉 或 环 糊 精 。 纤 维 素 和 直 链 淀粉 是 最 
容易 得 到 的 光学 活性 高 分 子 ， 而 且 很 容易 被 修饰 ， 生 成 如 多 糖 三 酯 和 三 氨基 甲酸 酯 衍生 物 以 
备 CSP。 环 糊 精 则 是 另 一 大 类 具有 手 性 识别 能 力 的 手 性 配 基 。 在 纤维 素 类 手 性 固定 相 中 ，， 
纤维 素 三 (3,5- 二 甲苯 基 ) 氨 基 甲 酸 酯 (Chiralcel OD) 显示 出 很 高 的 光学 分 辩 能 力 ， 提 供 了 有 
实用 价值 的 CSP。 这 种 CSP 在 含有 已 烷 和 2- 丙 醇 的 洗 脱 体系 中 较 稳 定 ， 在 水 - 乙 且 〈 含 高 所 
酸 ) 混合 体系 中 也 可 拆 分 儿 种 6- 阻 断 类 药物 ， 直 链 淀粉 类 ,三 (3,5- 二 甲 茶 基 ) 氨 基 甲 酸 酯 衍生 
物 22 (Chiralpak AD) 对 大 多 数 消 旋 体 均 具 有 极 高 的 手 性 识别 能 力 。 表 2-31 中 列 出 了 一 些 商 
品 多 糖 类 手 性 固定 相 的 信息 。 
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糊 精 是 淀粉 的 部 分 水 解 产 物 , 它 会 在 
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清白 蛋白 (BSA)、 人 血清 和 白 蛋白 

















































































































则 是 含有 以 a-1,4- 连 接 的 B- 吡 喃 葡萄 】 
的 是 a-CD (六 个 葡萄 糖 单元 )， 其 次 是 B-CD (七 个 葡萄 糖 单元 ) 和 YCD ( 八 个 葡 
皆 被 广泛 用 于 手 性 固定 相 的 制备 或 作为 HPLC 及 毛细 管 电泳 (CE) 中 的 手 性 添加 剂 。 
蛋白 类 手 性 固定 相 一 般 以 硅胶 为 基质 。 商 品 化 的 ) 

















































































































(HAS)、 糖 蛋白 如 xi- 酸性 糖 和 蛋白 、 卯 竹 蛋 
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E CD- 糖 基 - 转 移 酶 的 作用 下 生成 环 糊 精 。 环 糊 精 (CCD ) 
草 单 元 的 环 状 非 还 原 寡 糙 。 和 常 见 的 环 糊 精 有 三 种 ， 最 小 
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元 )， 





j 于 拆 分 对 映 异 构 体 的 蛋白 质 配 基 有 和 牛 
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和 蛋白、 纤维 素 酶 、 胰 蛋白酶 、co- 胰 凝 乳 和 蛋白酶 和 溶菌 酶 等 ， 伴 清 重 白 、 黄 素 和 蛋白 、 纤 维 素 酶 、 
纤维 二 糖水 解 酶 以 及 胃 和 蛋白 酶 等 用 于 CSP 的 配 基 也 有 报道 。 表 2-32 给 出 了 主要 手 性 色谱 固 
定 相 厂商 及 产品 ， 表 2-33 也 给 出 了 部 分 Dailcel 手 性 色谱 柱 使 用 的 流动 相 限 制 条件 。 
EE 玉民 到 部 分 商品 多 糖 类 手 性 固定 相信 息 
多 糖 类 衍生 物 商品 名 厂 商 
Chiralcel CA-1 Daicel 
微 晶 纤维 素 三 醋酸 酯 Cellulose triacetate Merck 
Cellulose Cel-Ac-40xF Macherey-Nagel 
纤维 素 三 醋酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OA Daicel 
纤维 素 三 葵 甲 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OB Daicel 
纤维 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OC Daicel 
Chiralcel OD Daicel 
纤维 雪 和 -和 握 其 会 丙 E ( 浴 井 Et 有 
纤维 素 三 (3.5- 一 甲 茶 基 ) 氨 基 平 酸 酯 《涂改 至 硅胶 ) Chiralcel OD-R Daicel 
纤维 素 三 (4- 氯 茶 基 ) 氮 基 甲 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OF Daicel 
纤维 素 三 (4- 甲 茶 基 ) 氮 基 甲 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OG Daicel 
纤维 素 三 (4- 甲 葵 基 ) 甲 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OJ Daicel 
纤维 素 三 肉桂 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralcel OK Daicel 
直 链 淀粉 三 (3,5- 二 甲 茶 基 ) 氨 基 甲 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chirapak AD Daicel 
直 链 演 粉 三 [(S)-1- 苯 乙 基 ] 氮 基 甲 酸 酯 〈 涂 甫 至 硅胶 ) Chiralpak AS Daicel 
Ez 荫 态 交 主要 手 性 色谱 固定 相 厂 商 及 产品 
公司 名 称 及 网 址 手 性 功能 团 种 类 品 牌 模 式 
环 糊 精 (3 类 ) Cyclobond ( I, I[, I1) | RP, PO 
i wi Cyclobond (RSP, SP, 
生 环 关 
衍生 环 糊 精 (7 类 ) DM, AC, RN, SN, DMP) | RE， NP, PO 
聚合 物 ( 键 合 凑 甲 基 环 糊 | apHera (ACD ，BCD， 
精 ，3 类 ) GCD) Sp ke 
Advanced Separation Technologies val Si Chirobiotic (V, T, R, 
http://www.astecusa.com 大 环 粮 肤 (4 类 ) TAG) RE 
加 Chiral ( AGP, CBH, 
& 类 
质 (3 类 ) HSA) RP 
配 体 交 换 (1 类 ) CLC RP 
wk Cyclobond (RN, SN, 
fr-f 相互 作用 (3 类 ) Dy NP, RP, PO 
Somleeh te 蛋白 质 (3 类 ) Chiral-(AGP, CBH, HSA) | RP 
http://www.chromtech.se 
Daicel Chemical Industries ee 
ene 改 性 纤维 素 〈14 类 ) OD-R, OD-RH, OF, NP, PO 
p://www.chiraltech.com/use.htm OG, OJ, OJ-R, OK) 
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公司 名 称 及 网 址 手 性 功能 团 种 类 品 牌 模 式 
衍生 直 链 淀粉 (2 类 ) Chiralpak (AD, AS) RP 
Daicel Chemical Industries 配 体 交换 (4 类 ) Chiralpak (WH, WM, NPp, pO 
SS 。 
http://www.daicel.co.jp/chiral WE, MA +coating) 
http://www.chiraltech.com/use.htm 冠 醚 (2 类 ) Crownpak (CR ) RP 
合成 聚合 物 (2 类 ) Chiralpak (OT, OP) RP NP 
Eka Chemicals a 5 yy | Kromosil CHI-DMB NP, PO 
人 由、 胶 聚 合 物 (2 类 i 
http://www.ekachemicals.com 簿 生 酒石酸 胺 归 合 物 (2 类 ) Kromosil CHI-TBB NP, PO 
IRIS Technologies " Chiris Dl1, D2, D3 NP 
人 T-f 相互 作用 〈6 类 ) 
http://www.iristechnologies.net/index.html Chiris AD1, AD?2, AD3 | NP 
> 站 Resolvosil BSA-7 
蛋 类 ， RP 
质 (2 类 ，BSA) BSA-_7PX 
配 体 交 换 (1 类 ) Nucleosil Chiral-1 RP 
Macherey-Nagel 
http://www.macherey-nagel.com/ 环 糊 精 (4 类 ) Nucleodex fp-OH; 0-, pf-, | pp 
Y-PM 
x-x 相互 作用 (2 类) Nucleosil Chiral-2， NP，PO 
Chiral-3 
二 尖 LiChrospher 100 RP-8， 
配 体 交换 (2 类 ) Ri RP 
聚合 物 (2 类 ) ChiraSpher, ChiraSphe | NP, RP 
Merck -Tz 相互 作用 (2 类 ) rNT Nb 
http://www.merck.de 
4 a 小 ChiraSep DNBPG, 
灿 蝇 纤 乡 S 
微 晶 纤 维 素 (1 类 ) Nani GT NP 
cE 站 Cellulose triacetate ChiraDex， 
环 糊 精 2 类 ) ChiraDex Gamma 
Phenomenex x-x 相互 作用 (11 类 ) Chirex NP 
http://www.phenomenex.com/phen/home.htm 配 体 交 换 (1 类 ) Chirex RP 
Phenylglycine, leucine, 
Whelk-O 1, pf-Gem 1， 
| | Tz 相互 作用 (9 类 ) a-Burke 2, Pirkle 1-J， | NP, PO 
Regis Technologies Naphthylleucine, Ulmo, 
http://www.registech.com/chiral/index.htm Dach-DNB 
配 体 交 换 (1 类 ) Davankov RP 
蛋白 质 〈3 类 ) Chiral- (AGP, CBH, HSA) | RP 
衍生 环 糊 精 (4 类 ) ORpak 环 糊 精 RP 
SO en 质 (1 类) BSA AFpak ABA-894 RP 
http://www.sdk.co.jp/shodex/english/contents.htm 六 全 Pa 
配 体 交 换 (1 类 ) ORpak CRX-894 RP 
XT- 相互 作用 (4 类 ) Sumichiral OA-2000 系列 | NP 
Sumika Chemical Analysis Service Tz-z 相互 作用 (11 类 ) et As NP 
http://www.scas.co.jp/english/index.html Ek 
Se se Sumichiral OA-5000， 
> S RP 
配 体 交 换 (4 类 ) 6000 系列 
Thermo Hypersil 和 蛋白质 (2 类 ) Keystone HAS，BSA RP 
http://www.thermohypersil.com B- 环 糊 精 (2 类 ) Keystone Bp-OH, PM RP, PO 
Tosoh 和 蛋白质 (1 类 ) TSK gel Enantio L1 RP 
http://www.tosoh.com/EnglishHomePage/tchome.htm | Ovamucoid (1 类) TSK gel Enantio-OVM RP 
YMC 环 糊 精 (3 类 ) YMC Chiral B-CDxtrins BR | RP 
http://www.ymc.co.jp/en/index.html ff 相互 作用 (2 类 ) YMC Chiral NEA (R) (S) | NP 


注 : 表 中 RP 代表 反 相 ，NP 代表 正 相 ，PO 代表 极 性 有 机 相 。 
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第 四 节 ”色谱 柱 常 见 问题 

液 相 色谱 柱 在 使 用 过 程 中 往往 会 出 现 许多 问题 ， 但 概括 而 言 ， 可 以 分 为 两 类 : 中 色谱 柱 
稳定 性 问题 ，@ 色 谱 柱 性 能 下 降 或 者 失效 。 

一 、 键 合 硅胶 固定 相 的 稳定 性 
硅烷 键 合 相 的 流失 是 由 于 硅烷 键 合 于 硅胶 基质 上 的 Si 一 0 一 Si 键 的 水 解 ,在 高 温 、 低 pH 
值 及 水 比例 高 的 流动 相 中 ， 离 解 加 剧 。 因 此 稳定 性 与 键 合 相 的 类 型 、 流 动 相 pH、 所 用 缓冲 液 
与 有 机 改 性 剂 的 种 类 等 有 关 ， 键 合 硅胶 正 相 、 反 相 、 离 子 对 和 离子 交换 色谱 柱 的 稳定 性 会 有 
差异 。 在 相同 条 件 下 应 用 时 ， 长 链 的 烷 基 (如 Cis 与 Cs) 键 合 相 固 定 相 一 般 比 短 链 的 键 合 相 
更 稳定 ; 交 联 型 键 合 硅 烷 固 定 相 可 改善 低 pH 值 时 键 合 相 的 稳定 性 ， 改 善 空 间 保护 官能 团 也 
能 够 有 效 改善 硅烷 固定 相 在 低 pH 值 时 的 稳定 性 。 两 个 异 两 基 、 异 丁 基 等 体积 较 大 的 基 团 连 
接 于 硅烷 Si 原子 上 ， 可 以 对 Si 一 0 一 Si 键 有 一 定 保 护 作 用 ， 这 种 固定 相 比 常 规 的 二 甲 基 取代 
硅烷 键 合 相 的 含 碳 量 少 〈 表 面 覆 盖 率 低 )， 保 留 值 小 。 

在 pH 三 7 时 稳定 使 用 HPLC 柱 应 遵循 以 下 原则 : 也 使 用 致密 键 合 的 长 链 烷 基 (如 Cis、 
Cs 等 ) 并 经 封 尾 的 固定 相 ; 外 使 用 以 硅 溶胶 工艺 制 得 的 硅胶 基质 (Hypersil、Kromasil、 
Spherisorb、Zorbax 等 )， 以 减少 硅胶 的 溶解 ，@@ 用 有 机 的 、 枸 橡 酸 与 硼酸 盐 缓 冲 液 ， 以 减少 
人 硅 股 基质 的 溶解 ( 尽 可 能 避免 使 用 磷酸 盐 、 铵 盐 与 碟 酸 盐 );， 保 持 0.01 一 0.05molL 的 缓冲 
液 浓度 ;加 色谱 柱 温 和 40C:， @ 为 使 色谱 柱 稳定 ， 用 缓冲 盐 阳 离子 Li* Na'>>K'> NHi; 
8 加 入 碱 性 流动 相 添 加 剂 ( 如 三 乙 胺 )， 以 保持 良好 的 分 离 重 现 性 。 表 2-34 比较 了 不 同 条 件 
下 统计 的 色谱 柱 分 析 样 品 次 数 。 

ER 通常 色谱 柱 进 样 次 数 


样品 种 类 正常 分 析 次 数 




















































































































































































































































































































































































































































































































1. 干净 样品 (均匀 溶液 ， 其 所 有 成 分 在 每 次 样品 进 样 之 间 能 完全 流出 色谱 柱 ) 1000~2000 
2. 复杂 和 脏 样品 ， 或 在 较为 极端 条 件 下 分 析 的 样品 200 一 500 
3. 生物 或 极为 复杂 的 样品 (如 肝脏 提取 物 、 富 含有 机 物 的 土壤 等 ) 50~200 
4. 特殊 情况 下 ， 没 有 预 处 理 的 样品 一 次 进 样 导致 柱头 筛 板 堵塞 或 色谱 柱头 固定 相 变 性 ， 色 谱 柱 失效 0 


























二 、 色 谱 柱 性 能 下 降 或 失效 
导致 色谱 柱 性 能 下 降 或 失效 的 常见 问题 包括 : 色谱 柱 反 压 增 加 ; 谱 峰 拖 尾 ; 塔 板 数 下 降 ; 












































选择 性 下 降 ， 保 留 降 低 〈 或 碱 性 化 合 物 在 硅胶 基质 柱 上 增 大 ) 等 。 其 原因 可 概括 为 : 进口 得 
板 或 柱 床 部 分 堵塞 ， 吸附 样品 杂质 等 污染 物 ， 柱 填充 不 恨 ， 机 械 及 热 冲击 造成 柱 床 断层 ;， 基 
质 或 固定 相 化 学 破坏 。 表 2-35 系统 地 总 结 了 导致 色谱 柱 失效 的 第 见 问 题 及 可 能 原因 。 


色谱 柱 的 常见 问题 及 可 能 原因 
















































































原 因 压力 升 高 谱 峰 拖 尾 塔 板 数 降低 选择 性 变 差 保留 值 减 小 
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1. 第 板 墙 塞 

色谱 柱 入 口 筛 板 墙 塞 是 最 常见 问题 之 一 ， 会 导致 柱 压 升 高 、 色 谱 峰 拖 尾 、 塔 板 数 降 低 等 
问题 。 通 常 分 析 的 样品 中 微粒 杂质 最 有 可 能 堵塞 色谱 柱 入 口 ， 因 此 分 析 时 需要 先 过 滤 或 者 离 
心 ， 乳 浊 或 浑浊 样品 应 以 0.25pm 滤 膜 处 理 ， 也 可 以 用 针头 过 滤器 过 滤 。 进 样 器 与 泵 密封 垫 
的 磨损 也 会 带 入 微粒 ， 在 进 样 阀 与 色谱 柱 之 间 使 用 0.25Shm 或 0.45pm 的 在 线 过 滤器 ， 通 常 可 
避免 这 类 问题 。 色 谱 柱 反 压 的 逐渐 增加 通常 说 明 在 线 过 滤器 需要 更 换 ， 算 板 部 分 堵塞 或 色谱 
柱 进 口 处 固定 相 塌陷 会 导致 异常 峰 形 。 

2. 强 保留 样品 组 分 
强 吸 附 性 的 样品 组 分 吸附 在 柱头 固定 相 上 能 严重 影响 色谱 柱 寿命 。 像 生物 组 织 或 体液 
(如 血浆 ) 的 提取 物 、 天 然 产物 等 复杂 样品 极 易 造成 柱头 的 污染 。 相 对 较 纯 的 样品 一 般 不 会 
出 现 这 一 问题 。 在 色谱 柱 应 用 中 ， 色 谱 峰 严重 拖 尾 或 分 裂 往往 是 强 保留 污染 物 在 柱头 吸附 
的 体现 。 

在 进 样 阀 与 分 析 柱 之 间 加 一 文保 护 柱 ， 在 污染 物 进 入 色谱 柱 之 前 将 其 截留 ， 能 够 有 效 避 
免 强 吸附 组 分 对 色谱 柱 的 污染 。 保 护 柱 通常 装填 与 分 析 柱 相当 的 固定 相 ， 长 度 为 1 一 2cm。 这 
种 保护 柱 在 用 过 之 后 可 与 分 析 柱 分 开 ， 用 强 溶 剂 反 向 冲洗 ， 以 除去 其 中 的 污染 物 。 

每 次 使 用 结束 后 用 强 溶剂 冲洗 色谱 柱 〈 先 卸 下 保护 柱 )， 能 够 除去 可 能 吸附 在 柱头 的 强 
保留 组 分 ， 有 效 延 长 色谱 柱 使 用 寿命 ， 在 特殊 情况 下 ， 可 用 强 溶剂 反 向 冲洗 色谱 柱 。 在 梯度 
分 离 中 ， 用 强 浴 剂 清洗 色谱 柱 较 方便 ， 每 次 梯度 结束 时 ， 以 100% 强 (B) 溶剂 冲洗 色谱 柱 至 
少 20 一 30 倍 柱 体积 。 

3. 色谱 柱 装 填 不 良 或 色谱 柱 床 层 破 坏 

装填 不 良 的 色谱 柱 ， 在 短 时 间 应 用 后 ， 填 充 床 的 压缩 通常 使 柱头 处 产生 塌陷 ， 导 致 柱 效 
突然 降低 。 色 谱 柱 的 初始 评价 指标 如 塔 板 数 、 不 对 称 因子 等 往往 不 能 很 好 地 表征 色谱 柱 床 
的 稳定 性 ， 这 种 情况 只 能 在 实际 应 用 中 发 现 。 
色谱 柱 使 用 过 程 中 的 骤然 压力 波动 、 机 械 撞 击 或 温度 骤然 变 化 都 会 对 色谱 柱 床 层 产 生 影 
响 ， 导 致 峰 形 变 差 和 柱 效 降低 。 在 进 样 过 程 中 ， 进 样 阀 转动 太 慢 可 引起 压力 波动 ， 使 色谱 柱 
床 产 生 裂 除 ， 在 柱 切换 时 也 存在 同样 的 问题 。 使 用 填充 良好 的 色谱 柱 ， 在 较 低 柱 压 下 操作 ， 
可 大 大 减少 由 于 压力 波动 造成 的 色谱 柱 损坏 。 

4. 保留 值 与 选择 性 变化 

相同 类 型 的 键 合 相 色 谱 柱 ， 甚 至 同一 品牌 的 色谱 柱 ， 在 进行 分 析 方 法 建立 时 对 同一 样品 
能 会 得 到 不 同 的 分 离 效 果 ， 其 原因 是 固定 相 的 制备 重复 性 偏差 ， 或 采用 的 原料 、 生 产 工 艺 
:不同 。 用 由 弱酸 性 高 纯度 (B 型 ) 硅胶 制 得 的 固定 相 分 离 碱 性 化 合 物 ， 批 次 之 间 的 变化 不 
大 。 不 同 厂家 的 同 种 类 型 色谱 柱 〈 如 Cl8 柱 ) 很 难 能 得 到 相同 的 分 离 效果 。 
键 合 相 色谱 柱 不 同 引起 的 保留 值 与 选择 性 变化 的 原因 可 概括 为 : 硅胶 基质 的 物理 化 学 性 
质 存在 差异 ， 如 比 表 面积 、 平 均 孔 径 、 纯 度 等 ;， 键 合 相 存在 差异 ， 如 交 联 型 和 非 交 联 型 、 键 
合 相 密度 、 封 尾 剂 及 封 尾 的 完全 程度 。 
硅胶 基质 表面 积 的 不 同 可 引起 保留 值 的 变化 。 表 面积 增加 ， 有 机 相 的 量 与 保留 值 提 高 。 
硅胶 基质 表面 上 硅 羧 基 类 型 及 浓度 的 差异 也 能 引起 保留 值 及 分 离 选 择 性 的 不 同 。 
非 交 联 型 键 合 固定 相 制 得 的 色谱 柱 的 批 次 之 间 的 重 现 性 好 于 交 联 型 键 合 固定 相 ， 致 密 键 
合 固定 相 比 低 硅 烷 浓度 键 合 相 的 重 现 性 好 ， 也 更 稳定 。 封 尾 处 理 的 固定 相对 不 同性 质 样品 的 
选择 性 与 峰 形 会 有 差异 。 男 外 ， 硅 烷 化 反应 条 件 的 不 同 也 可 能 导致 不 同 品牌 键 合 相 之 间 保 留 
行为 的 差异 。 
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在 实际 分 离 过 程 中 ， 除 了 色谱 柱 不 重复 带 来 的 的 问题 外 ， 流 动 相 、 流 速 、 进 样 量 、 温 度 
等 因素 均 会 引起 分 离 性 能 的 差异 。 表 2-36 中 列 出 了 保留 值 与 重复 性 变化 的 主要 原因 。 
保留 值 与 重复 性 变化 的 主要 因素 分 析 
问 是 原 因 主要 变化 
柱 间 差 异 基质 、 键 合 相差 异 局 
柱 床 扰乱 N 
使 用 期 间 柱 变化 i en EA 
强 保留 化 合 物 吸附 KN 
柱 外 效应 进 样 量 大 ， 进 样 阅 - 色 谱 - 检 测 器 之 间 、 检 测 池 、 接 头 体 积 大 N 
流动 相 组 分 改变 ka 
分 离 控制 不 好 流速 变化 N® 
温度 变化 kK’, a, N® 
柱 平衡 慢 再 平衡 时 间 不 足 忆 
位 超载 样品 质量 太 大 EN 
@ N 值 的 变化 通常 很 小 。 
缓冲 液 选择 不 正确 ， 如 缓冲 盐 浓度 太 低 、 超 出 有 效 的 缓冲 pH 范围 ， 都 可 能 导致 保留 值 
重 现 性 不 好 与 峰 拖 尾 的 现象 。 溶 剂 在 放置 和 脱 气 过 程 中 都 可 能 导致 部 分 溶剂 蒸发 损失 ， 使 流 
于 仪器 故障 导致 的 流速 变化 会 使 所 有 谱 峰 的 保留 



































值 发 生 改 变 ， 检 测 器 


















































动 相 组 成 发 生变 化 ， 保 留 值 重 现 性 变 差 。 
线 漂移 ， 噪声 提高 ， 同时 色谱 村 



























































反 压 波动 增 大 ， 对 色谱 柱 性 能 与 寿命 



































































































































































































































CS 
进 样 量 过 大 能 引起 柱 超载 ， 峰 的 保留 时 间 和 (/ 或 ) 柱 效 降低 。 柱 温 变 化 是 保留 值 变 化 的 
常见 原因 ， 用 离子 对 HPLC 与 RPC 分 离 离子 或 可 电离 的 化 合 物 时 ， 情 况 尤 其 明显 。 
6. 色谱 峰 拖 尾 
表 2-37 对 色谱 峰 拖 尾 的 主要 原因 作 了 系统 分 析 。 
色谱 峰 拖 尾 的 主要 原因 分 析 
可 能 原因 解决 方案 
色谱 柱 污染 ， 清 洗 色谱 柱 。 如 果 问 题 还 没 解决， 更 换 色谱 柱 
人 柱 效 下 降 ， 用 已 知 柱 效 的 色谱 柱 更 换 当前 柱 。 进 行 一 系列 标准 进 样 ， 比 较 保留 时 间 ， 如 果 是 可 重 
复 的 ， 就 表示 原来 的 色谱 柱 已 被 污染 。 清 洗 色谱 柱 ， 如 果 保留 时 间 还 不 稳定 ， 间 题 可 能 是 溶剂 的 不 
混 深 性、 溶剂 污染 、 保 护 柱 或 在 线 过 滤器 污染 
1. 保护 柱 应 该 在 测试 柱 效 时 将 其 扼 
保护 柱 问题 。 | 2， 保 护 柱 也 可 能 是 污染 源 ， 所 以 在 更 换 色谱 柱 的 时 候 有 必要 将 保护 柱 一 起 更 交 
人 3， 更 换 污染 的 或 者 柱 效 下 降 的 保护 柱 后 再 测试 系统 的 柱 效 
4. 按照 前 面 讨论 检查 是 否 色 谱 柱 污染 或 柱 效 下 降 
进 样 网 问 是 闪 的 漏 液 或 故障 ， 进 样 口 的 堵塞 或 损伤 
检测 器 问题 检查 检测 器 的 时 间 常数 设 定 是 天 正确 ， 做 必要 的 调整 
三 、 色 谱 柱 的 清洗 与 再 生 
除非 特殊 说 明 ， 在 所 有 情况 下 ， 所 用 溶剂 的 体积 应 该 是 色谱 柱 体积 的 40 一 60 倍 。 应 在 
清洗 过 程 开始 和 结束 时 各 测 一 次 柱 效 和 容量 因子 等 色谱 参数 ， 比 较 色 谱 柱 性 能 的 改善 ， 以 确 
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定 清 洗 的 效果 。 确 保 色 谱 柱 中 没有 样品 和 缓冲 溶液 ， 清 洗 前 所 用 的 洲 剂 应 与 最 初 清 洗 时 所 用 
的 溶剂 相 溶 。 应 确保 实验 测试 时 所 用 的 流动 相 与 色谱 柱 中 最 后 的 溶剂 相 溶 。 

1. 柱子 的 清洗 

即使 样品 和 流动 相 己 做 过 前 处 理 ， 也 仍 难以 完全 避免 柱子 受到 污染 ， 因 此 必须 对 柱子 进 
行 清洗 。 清 洗 应 定期 进行 ， 如 果 在 短期 内 分 析 许 多 样品 ， 则 以 每 日 清洗 一 次 为 宜 ， 至 少 也 应 
一 周一 次 ， 防 止 有 太 多 杂质 在 柱 上 堆积 。 

反 相 柱 的 常规 洗涤 办 法 : 分 别 取 甲醇 、 三 氯 甲烷 、 甲 醇 -水 各 20 倍 柱 体积 〈 即 对 于 一 根 
4.6mm X25cm 的 柱 来 说 ， 通 常 是 5S0 一 60ml， 而 对 于 9.4mm X50cm 的 柱 来 说 ， 通 常 是 500 一 
600ml)， 使 之 通过 柱子 。 然 后 用 流动 相 平 衡 (通常 仍 用 20 倍 柱 体 积 )， 柱 一 般 将 恢复 正常 。 
如 果 选 择 性 仍 和 以 前 不 一 样 , 则 表明 还 有 其 他 杂质 留 在 柱子 里 , 这 时 应 考虑 更 加 严格 地 清洗 :; 
先 用 20 倍 柱 体积 的 水 ， OB Ade rp 酸 洗 常 能 洗 下 有 
机 溶剂 所 不 能 洗 下 的 剩余 杂质 。 在 低 pH 值 下 做 长 期 (一 天 或 更 长 ) 清洗 是 不 适宜 的 , 但 50ml 
洗 液 以 2mlymin 的 速度 清洗 25min， 一 般 对 键 合 相 没 有 损害 。 注 意 ， 强 碱 不 能 用 来 清洗 任何 
微粒 硅胶 柱 (不 论 是 键 合 相 还 是 非 键 合 相 )， 因 为 硅胶 骨架 会 溶解 。 对 严重 污染 的 反 相 柱 ， 只 
能 采用 再 生 的 方法 。 

2. 柱头 塌陷 的 处 理 

拆 下 不 锈 钢 烧结 过 滤器 后 ， dt i 
填料 ， 使 柱 床 旦 白色 并 完全 水 平 ， 再 使 甲醇 作 糊 状 填料 匀 浆 液 ， 将 填料 匀 浆 液 滴 在 柱 上 靠 重 
力 从 匀 浆 液 中 排出 甲醇 液 ， 重 复数 次 ， 直 到 水 平 ， 完 成 柱 的 再 生 。 此 时 ， 如 果 柱 头 孔 隐 深度 
小 于 lcm， 可 以 采用 下 述 局 部 重 装 的 办 法 ， 否 则 ， 柱 应 当 完 全 重 装 或 更 换 。 

柱 入 口 局 部 重 装 时 采用 的 填料 可 以 和 原 填 料 一 样 ， 也 可 以 用 玻璃 珠 。 粒 径 大 于 20hm 的 
可 用 敲打 充填 法 干 装 。 如 果 粒 径 小 于 20pm 则 要 用 合适 的 溶剂 配 成 匀 奖 ， 匀 浆 逐 次 加 入 ， 每 

次 加 入 前 都 要 使 上 一 次 加 入 的 全 部 沉降 。 把 孔隙 填 满 后 ， 用 刮刀 将 填料 乔 平 。 更 换 柱 入 口 接 
头 ， 把 柱 重 新 接 到 液 相 色谱 系统 中 ,， 慢 慢 地 增加 流动 相 流速 和 系统 压力 ,直到 达到 操作 上 限 。 
让 相当 于 10 一 20 倍 柱 体积 的 流动 相通 过 柱子 ， 然 后 逐渐 降低 柱 流速 ， 并 使 压力 降 为 零 ， 再 把 
柱子 和 卸 下 来 ， 并 御 下 入 口 接头 ， 观 察 柱 的 入 口 。 此 时 孔隙 应 当 减 小 ， 但 是 由 于 新 加 入 的 填料 
在 系统 的 操作 压力 下 压 入 柱头 ， 孔 际 不 可 能 一 次 被 全 部 充满 。 重 复 上 述 局 部 重 装 过 程 ， 直 到 
柱 上 加 不 进 更 多 的 填料 为 止 。 一 旦 柱子 填充 完毕 ， 可 加 进 混合 样品 ， 测 定 柱子 的 性 能 是 否 已 
经 改善 。 

3. 柱 再 生 

色谱 柱 使 用 一 段 时 间 后 ， 柱 效 将 会 下 降 ， 必 须 进 行 再 生 处 理 。 再 生 处 理 包 括 活化 〈 自 右 
向 左 ) 和 净化 《〈 自 左 向 右 ) 两 种 。 对 不 同 的 填料 处 理 方法 不 同 ， 同 一 种 填料 也 可 以 采用 不 同 
的 处 理 方法 。 
硅胶 、 氧 化 铝 和 极 性 ( 正 相 ) 键 合 相 色谱 柱 可 以 采用 以 下 程序 再 生 : 三 甲 基 戊 烷 或 已 烷 
一 三 毛 乙 烷 一 乙酸 乙 酯 一 丙酮 一 乙醇 一 水 ,采用 上 述 溶 剂 依次 以 1ml/min 的 流速 通过 色谱 柱 ， 
洗 脱 量 约 为 20ml。 然 后 反方 向 重复 上 述 过 程 。 
反 相 色谱 柱 常 用 甲醇 -水 或 乙 膊 -水 作 流 动 相 ,， 有 时 还 可 能 含有 控制 pH 值 的 盐 、 酸 或 离子 
对 硅胶 或 以 硅胶 为 基质 的 键 合 〈 或 离子 交换 ) 填料 ,为 避免 硅胶 溶解 ，pH 值 不 应 超 
过 8.5。 再 生 时 将 25ml 纯 甲 醇 及 25ml 甲醇 -氯仿 〈1 : 1) 混合 液 依次 通过 色谱 柱 淋 洗 ， 然 后 

离子 交换 色谱 柱 的 再 生 方法 有 两 种 : @@ 先 用 25ml 蒸馏 水 通过 柱子 以 除去 所 有 的 缓冲 盐 
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类 





类 ; 然后 采用 25ml 





' 醇 冲洗 柱子 ， 








落 馏 水 除去 不 溶 于 甲 
后 用 水 洗涤 《〈 不 要 


六 




















如 果 柱头 被 污染 , 可 以 在 出 口 处 月 





甘油 -水 或 水 -甲醇 )， 


清洗 后 ， 再 重新 


























以 除去 上 
醇 的 残存 盐 类 ， 最 后 用 缓冲 液 平 
碱 性 溶液 ， 以 防 硅胶 基质 溶解 ); 





























日 于 分 配 效 应 而 残存 在 骨架 中 的 杂质 ， 再 用 25ml 
衡 。 包 先 用 
最 后 用 缓冲 液 平衡 。 








0.1molL 的 柠檬 酸 洗涤 ， 然 




















将 填料 从 内 慢 











输液 


泵 反 相 月 

















EE 入 溶剂 
E 出 少许 ， 停 泵 ,切除 柱 
装填 ， 测 定 柱 效 至 达到 要 求 。 











,通常 选用 有 一 定 黏度 的 溶剂 (如 
头 已 污染 的 填料 ， 放 入 烧杯 


UD 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































常见 色谱 柱 再 生 用 溶剂 及 其 顺序 见 表 2-38， 带 金属 抗衡 离子 的 聚合 物色 谱 柱 的 再 生 方法 
见 表 2-39。 
区 和 受 名 常见 色谱 柱 再 生 用 溶剂 及 其 顺序 
固定 相 类 型 再 生 溶 剂 及 顺序 
正 相 固定 相 四 和 氨 呈 喃 冲洗 ， 甲醇 冲 洗 ， 四 和 氧 呈 喃 冲洗 ， 二 握 甲 烷 冲洗 ， 无 茶 正 己 烷 冲洗 
有 反 相 固 定 相 HPLC 级 水 冲洗 ， 在 冲洗 过 程 中 时 加 入 4 等 份 200hl 的 二 甲 亚 砚 (DMSO); 依次 
醇 、 氧 仿 、 甲 醇 冲 洗 
阴离子 交换 固定 相 依次 用 HPLC 级 水 、 甲 醇 、 氯 仿 冲 洗 
阳离子 交换 固定 相 HPLC 级 水 冲洗 ， 在 冲洗 的 过 程 中 加 入 4 等 份 200hl 的 DMSO; 四 和 氧 叶 喃 冲洗 
白质 凝 胶 过 滤 固 定 相 去 除 蛋白 质 尺 寸 排 阻 介质 中 的 污染 物 有 两 种 清洗 /再 生 的 方法 : @ 弱 保留 蛋白 质 ， 
30mol/L pH=3.0 的 碍 酸 盐 缓 冲 液 冲 洗 ; @@ 强 保留 蛋白 质 , 用 100% 的 水 到 100% 的 乙 且 梯 度 
洗 脱 60min 
区 区 大 漠 带 金属 抗衡 离子 的 聚合 物色 谱 柱 的 再 生 方 法 
色谱 柱 类 型 金属 污染 物 有 机 污染 物 色谱 柱 清洗 
2SC 的 0.1molL HSO4 溶 液 65C 的 20:80 的 乙 且 - 
氧 离子 型 | 以 0.1mlmin 的 流速 反 向 冲洗 | 6 es 这 ee 0.01moWL H2SO4 溶 液 以 0.1ml/min 
4~16h 六 的 流速 反 向 冲洗 4h 
| ds 25C 的 20 : 80 的 乙 有 睛 水 溶液 25C 的 20 : 80 的 乙 有 睛 水 溶液 
| 客 六 疝 汪 和 二 | 以 0.1mlmin 的 流速 反 向 冲洗 和 | 以 0.Imymin 的 流速 反 向 冲洗 4h 
负离子 型 | 溶液 人 > 1 RN 25C 的 20 : 80 的 乙 且 水 浴 液 25C 的 20 : 80 的 乙 且 水 溶液 
| 1 ~ 以 0.1ml/min 的 流速 反 相 冲洗 4h ”| 以 0.1ml/min 的 流速 反 向 冲洗 4h 
有 oe 3 25C 的 20 : 80 的 乙 且 水 溶液 25C 的 20 : 80 的 乙 膊 水 溶液 
离子 型 > 再 牛 过 程 的 报 
| 以 0.1mlmin 的 流速 反 向 冲洗 4n | 以 0.1mbmin 的 流速 反 向 冲洗 4h 
次 朗 节 列 0 25C 的 20 : 80 的 乙 有 睛 水 溶液 25C 的 20 : 80 的 乙 有 睛 水 溶液 
速 反 符 冲洗 4 一 16L “| 以 0.1mlmin 的 流速 反 向 冲洗 4h | 以 0.1ml/min 的 流速 反 向 冲洗 4h 
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有 众多 分 



































选择 合适 的 分 离 模式 。 理 论 上 











所 示 为 一 个 蛋白 质 分 子 。 根 据 





别 构建 凝 胶 
的 分 离 。 











同 。 图 3-2 中 给 


色谱 、 离 子 交换 、 


、 分 离 模式 的 选择 


， 作 


高 效 液 相 色 谱 分 离 模 式 


离 模式 ,建立 液 相 色 


TH 
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其 分 子 量 、 带 电 性 质 、 








亲 和 色 谱 、 反 相 色 谱 











样品 的 性 质 不 同 、 分 离 的 

















出 了 基于 样品 





生物 活性 


蛋白 质 分 子 的 性 质 


二 、 洗 脱 溶剂 的 特征 


高 效 液 相 色谱 ， 
给 予 体 、 接 受 体 以 及 














j 让 人 


分 离 模式 与 洗 脱 溶剂 


离 方法 的 第 一 步 即 是 根据 样品 种 类 
E 何 一 种 化 合 物 的 性 质 都 可 以 构建 相应 的 分 离 模 式 。 图 
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生物 活性 、 溶 解 性 能 等 性 质 ， 可 以 分 
等 分 离 模 式 ， 用 于 其 与 其 他 化 合 物 























的 一 般 性 质 选 择 分 离 模式 的 基本 原则 。 


分 了 县 
:22000 


样 师 


分 了 最 
<2000 


三 溶 丁 水 一 一 排 阻 色谱， 水 为 流动 诈 
一 不 深 丁 水 一 - 排 了 月 色 讶 ， 非 水 流动 机 


同 条 物 一 分 配色 谱 
分 了 大 小 苦 异 。 排 册 色谱 


一 点 相 液 液 色 席 








EA | 全 

一 排 也 允许 水 为 流动 村 1) 

大 。 痢 离 了 交换 色 阐 
一 这 于 水 ， 可 高 且 一 

小 具 。 阳 离 了 上 父 拓 名 溢 





溶 本 水， 疯子 与 非 岗 子 一 一 反 枚 山子 对 色 遂 


基于 样品 的 一 般 性 质 选择 分 离 模式 的 基本 原则 


















































溶剂 分 布 在 三 





溶剂 选择 性 分 组 






































的 类 型 。 







































































的 不 同 ， 所 选择 的 分 离 模 式 和 所 发 展 的 对 应 的 分 析 方 法 也 不 


， 不 同 分 离 模式 通常 需要 选择 相应 的 洗 脱 溶剂 。 当 以 溶剂 作为 质子 

其 偶 极 相互 作用 强度 组 成 一 个 三 角形 坐标 时 ， 可 发 现 选 择 性 相似 的 

形 平面 中 的 一 定 区 域内 ， 从 而 构成 选择 性 不 同 的 溶剂 分 组 "。 图 3-3 为 

的 三 角形 坐标 ， 表 3-1 也 列 出 了 依据 溶剂 选择 性 分 组 的 各 种 有 机 化 合 物 

由 表 3-1 可 知 ， 常 用 溶剂 可 分 为 8 个 选择 性 不 同 的 特征 组 ， 处 于 同一 组 中 的 溶剂 具有 相 

似 的 特性 。 因 此 对 某 一 指定 的 分 离 ， 若 某 种 溶剂 不 能 给 出 恨 好 的 分 离 选 择 性 ， 就 可 用 另 一 种 




















其 他 组 的 溶剂 来 替代 ， 从 而 可 明显 地 改善 























分 离 选择 性 。 
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0.20 0.30 040 (50 D00 
项 地 给 了 体 Wi 倘 极 北齐 物 
溶剂 选择 性 分 组 的 三 角形 坐标 
注 : mm、xda、xo 分 别 代 表 偶 极 相互 作用 、 质 子 给 予 体 作 用 及 质子 接受 体 作 用 的 强度 








































































































































































































组 别 溶剂 名 称 
I 彰 肪 族 醚 、 三 级 烷 腕 、 四 甲 基 县 、 六 甲 基础 酰胺 
I 外 肪 醇 
I 吡啶 衍生 物 、 四 和 氧 呈 喃 、 酰 胺 〈( 除 甲 酰胺 外 )、 乙 三 醇 配 、 亚 砚 
NV 乙 二 醇 、 茶 甲醇 、 甲 酰胺 、 乙 酸 
V - 氧 甲烷 、 二 氧 乙 烷 
VIa 磷酸 三 甲 茶 酯 、 脂 肪 族 酮 和 栈 、 聚 配 、 二 氧 六 环 
VIs 青 、 砚 、 碳 酸 丙烯 酯 
三 硝 基 化 合 物 、 芳 香 醚 、 芳 烃 、 讽 代 芳 烃 
WH 气 烷 醇 、 间 甲 茶 酚 、 毛 仿 、 水 


























二 闻 ” 反 相 液 相 色谱 法 

反 相 液 相 色谱 (RPLC) 是 分 离 大 多 数 常 规 样品 的 首选 分 离 模式 ， 它 比 其 他 液 相 色谱 分 离 
人 
相 键 合 相 色谱 法 完成 站。 极 性 、 非 极 性 ， 水 溶性 、 油 溶性 ， 离 子 性 、 非 离子 性 ， 小 分 子 、 大 
分 子 ， 以 及 具有 官能 团 差别 或 分 子 量 差别 的 同系 物 ， 均 可 采用 反 相 液 相 色 谱 技 术 实 现 分 离 。 

一 、 原 理 及 色谱 柱 推荐 

反 相 色谱 固定 相 的 极 性 弱 于 流动 相 ， 样 品 在 极 性 流动 相 和 非 极 性 固定 相间 分 配 ， 玻 水 性 
强 〈 非 极 性 ) 的 化 合 物 保留 较 强 ， 流 动 相 组 成 一 定时 ， 样 品 按照 其 疏水 性 由 弱 到 强 的 顺序 流 
出 色谱 柱 。 

用 于 反 相 色谱 分 离 的 固定 相 一 般 通 过 在 基质 〈 包 括 高 纯 硅 胶 、 有 机 聚合 物 、 石 墨 化 碳 及 
有 机 -无 机 杂 化 材料 等 ) 表面 共 价 键 合 有 机 硅烷 或 沉积 聚合 物 有 机 涂 层 ， 其 中 应 用 最 为 广泛 的 
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是 硅胶 基质 的 化 学 键 合 相 固 定 相 ， 也 可 对 多 孔 聚 合 物 微粒 加 以 改 性 得 到 不 同 选择 性 的 反 相 色 
谱 固 定 相 ， 如 修饰 了 Cis 煤 基 侧 链 的 聚 丙 烯 酰胺 、 聚 甲 基 丙 烯 酸 的 烧 基 酯 化 物 、 聚 乙烯 醇 的 
酯 化 物 、Cis 烷 基 键 合 的 聚 乙烯 醇 、Cis 烷 基 衍生 的 交 联 聚 茶 乙烯 以 及 葵 基 或 烧 基 衍生 的 羧基 
化 聚 醚 树脂 等 。 

化 学 键 合 反 相 色谱 中 ， 随 着 键 合 相距 水 基 团 链 长 的 增加 或 玻 水 性 的 增加 而 增 大 。 键 合 烷 
基 的 链 长 对 键 合 相 的 样品 负荷 量 、 游 质 的 容量 因子 及 其 选择 性 有 不 同 的 影响 ， 当 烷 基 键 合 相 
表面 浓度 (mol/m”)〉 相同 时 ， 随 着 烷 基 链 长 增加 ， 溶 质 的 保留 值 增 加 。 烃 基 链 长 可 以 是 Cs、 
C4、Ce、Cs、Cie、Cis、C22、C30 等 ， 图 3-4 为 ODS (Cig) 的 空间 结构 示意 图 。ODS 有 较 高 
的 碳 含 量 和 好 的 玻 水 性 ， 对 各 种 类 型 的 样品 分 子 有 较 强 的 适应 能 力 ， 从 非 极 性 的 芳烃 到 氨基 
酸 、 肘 、 儿 茶 酚 胺 和 许多 药物 的 分 析 强 可 适用 。 

从 图 3-4 可 见 ， 疏 水 性 烷 基 链 几 乎 全 部 履 盖 在 基质 硅 球 的 表面 。 一 般 认 为 ， 反 相 色 谱 的 
分 离 机 理 为 液 液 分 配 过 程 。 但 也 有 人 证 实 ， 对 不 同 的 样品 ， 采 用 ODS 色谱 柱 进行 分 离 ， 可 能 
同时 存在 吸附 和 分 配 两 种 机 制 丫 ， 且 随 样品 结构 及 流动 相 组 成 的 变化 而 变化 。 图 3-5 描述 了 
溶质 在 ODS 表面 的 行为 。 弱 溶剂 水 不 与 疏水 性 的 Cig 链 产生 强 的 相互 作用 ， 强 溶剂 可 以 将 溶 
质 从 固定 相 上 顶替 下 来 。 



























































































































































































































































CH,: 一 0 一 CH， 
CH; 一 0 一 CH; 
CH—0O—CH; 
ODS 空间 结构 示意 图 溶质 在 ODS 表面 的 行为 








多 环 芳 烃 键 合 相 与 Cig 性 质 接 近 ， 适 合 于 芳香 族 化 合 物 的 分 离 。 键 合 短 链 烷 基 〈C3、C4) 
的 大 和 孔 硅 胶 (20~40nm) 键 和 含 氟 硅 烷 键 合 相 的 发 展 满足 了 和 蛋白质、 酶 等 生物 大 分 子 分 离 的 需 
要 。 由 于 碳 氟 键 的 极 性 比 碳 氧 键 更 强 ， 氟 的 引入 使 卤 代 化 合 物 或 其 他 极 性 化 合 物 在 固定 相 上 保 
留 更 强 ， 分 离 选 择 性 也 会 发 生变 化 。 全 氟 烷 基 键 合 固定 相 可 以 应 用 于 表面 活性 剂 分 析 、 超 临界 
流体 色谱 、 离 子 对 分 离 等 方面 。 不 经 过 特殊 衍生 处 理 的 石墨 化 碳 固定 相 作为 反 相 色谱 固定 相 ， 
除了 可 以 在 低 或 高 pH 值 条 件 下 运行 外 ， 还 可 同时 实现 高 温 快速 分 离 。 

短 链 烷 基 (Ce、Cs) 硅烷 由 于 分 子 尺寸 较 小 ,与 硅胶 表面 键 合 时 可 以 有 比 长 链 烷 基 更 
高 的 覆盖 度 和 较 少 的 残余 羧基 ,适合 于 极 性 样品 的 分 析 。 为 适应 和 蛋白质、 酶 等 生物 大 分 子 
分 离 的 需要 ， 一 些 键 合 有 短 链 烷 基 (C3、Cs) 的 大 孔 硅 胶 (20 一 40nm) 键 合 相 也 发 展 起 
来 ,与 Cigs 相 比 , C4、Cs 等 的 玖 水 性 较 弱 ,因此 对 于 溶质 的 保留 随 碳 链 的 加 长 而 逐渐 增强 ， 
见 图 3-6。 
硅胶 键 合 固定 相对 碱 性 化 合 物 的 吸附 主要 是 表面 残余 硅 产 基 和 微量 不 纯 金 属 杂 质 的 作 
用 ， 采 用 金属 杂质 含量 极 低 的 硅胶 作为 制备 键 合 固定 相 的 基质 能 够 部 分 改善 固定 相 性 能 。 在 









































































































































































































































































































































色谱 分 离 














， 可 通过 在 流动 相 中 添加 胺 改 性 剂 、 降 低 流 动 
相 pH 值 、 增 加 流动 相 离子 强度 、 加 入 离子 对 试剂 等 方法 





消除 残余 硅 羟 基 的 作用 。 此 外 ,在 PH>8 的 流动 相 条 件 下 ， 





SiO, 会 溶解， 而 在 pPH<2 时 ， 键 合 相 会 逐渐 水 解 ， 因 此 硅 
胶 基 质 固 定 相 能 够 稳定 使 用 的 pH 值 范 围 相对 较 
满足 部 分 样品 尤其 是 生物 组 分 和 碱 性 药物 的 分 离 要 求 。 
固定 相 时 ， 可 根据 被 分 离 样品 的 分 子 
PLRP-S 固定 相 分离 肽 类 
固定 相 ， 适 合 于 分 离 1$ 一 20 





























分 子 反 相 





<7 
采用 高 





量 大 小 选择 合适 孔径 的 固定 相 。 
质 时 ， 孔 径 为 10nm 的 
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C, 


溶质 保留 值 随 固定 相 


修饰 碳 链 长 度 的 变化 















































































































































































































































个 氨基 酸 长 度 的 肽 类 ; 孔径 为 30nm 的 固定 相 ， 适 合 于 中 
等 分 子 量 的 球形 蛋白质 ; 孔径 为 100nm 的 固定 相 ， 适 宜 于 较 大 的 球状 蛋白 质 或 纤维 状 结构 的 
化 合 物 ; 而 孔径 为 400nm 的 超大 孔 固 定 相 ， 则 可 分 离 很 大 分 子 量 的 样品 。RPLC 中 常用 的 固 
定 相 见 表 3-2。 
RPLC 中 常用 的 固定 相 
固定 相 特 点 

化 学 键 合 相 

Cigs《〈 十 八 烷 基 或 ODS ) 稳定 性 好 ;保留 能 力 强 ; 用 途 广 

Cs〔 辛 基 ) 与 Cig 相似 ， 但 保留 能 力 降低 

人 总 保留 能 力 弱 ， 多 用 于 肽 类 与 蛋白 质 分 离 

Ci [三 甲 基 硅烷 CTMS )] 保留 最 弱 ， 最 不 稳定 

茶 基 ， 茶 乙 基 保留 适中 ; 选择 性 有 所 不 同 

一 CN ( 氰 基 ) 保留 值 适中 ; 正 相 与 反 相 均 可 使 

一 NH， (氨基 ) 保留 弱 ; 于 烃 类 ;稳定 性 不 够 理想 

全 气 代 烷 基 对 讽 代 化 合 物 、 芳 香 异 构 体 和 其 他 极 性 化 合 物 的 保留 更 强 
非 化 学 键 合 相 1<pH<13， 流 动 相 中 稳定 ， 对 某 些 分 离 峰 形 好 ， 柱 寿命 长 
聚 茶 乙烯 基石 墨 化 碳 0<pH<14， 流 动 相 中 稳定 ， 可 在 高 温 下 使 

二 、 流 动 相 

在 反 相 色谱 中 ， 流 动 相 的 极 性 大 于 固定 相 极 性 ， 溶 质 按 其 疏水 性 大 小 进行 分 离 ， 极 性 越 








大 或 玖 水 性 越 小 的 溶质 ， 与 


反 相 色谱 中 改变 分 离 选 择 性 的 方法 包括 : 
组 成 可 以 便捷 有 效 地 改善 分 离 选择 性 。 反 相 1 








水 互 溶 的 : 
剂 不 仅 影 响 溶质 的 保留 
甲醇 毒性 为 乙 且 的 1/6， 














E 极 性 的 固定 相 























响 。 








的 结合 越 弱 ， 越 先 被 洗 脱 。 
流动 相 组 成 、 村 





























价格 便宜 ， 是 反 相 色谱 ， 
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和 接受 质子 的 

可 满足 在 紫外 区 185 一 205Snm 

洗 脱 强度 最 大 。 
流动 相 的 强度 
水 (最 弱 ) = 甲 
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能 力 最 强 ， 氢 键 作 


醇和 乙 且 二 乙醇 二 四 氧 哮 喃 二 了 








| 力 最 大 。 与 
检测 的 要 求 。 四 























竹 着 浴 剂 的 极 性 增加 而 降低 。 和 常用 溶剂 洗 脱 强 度 

















柱 类 型 和 柱 温 。 通 过 改变 流动 相 
色谱 流动 相通 常 以 水 为 基础 ， 加 入 一 定量 的 能 与 
醇 (MeOH)、 忆 有 请 (ACN)、 四 和 氧 叶 喃 (THF)〉 等 极 性 溶剂 。 选 择 不 同 的 有 机 溶 
， 对 分 离 选择 性 也 有 影 





dT 











最 多 的 非 极 性 溶剂 。 其 给 予 质子 
! 醇 相 比 ， 乙 膊 的 溶剂 强度 较 高 且 寿 度 低 ， 
氧 呈 喃 分 子 体积 较 大 ,色散 力 、 玖 水 作用 最 强 ， 























的 强 弱 顺序 为 : 





























对 于 强 玻 水 性 样品 ， 











村 
采用 


醇 二 二 氧 : 
100% 乙 且 仍 无 法 洗 脱 时 ， 可 
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j 更 强 的 流动 相 《〈 如 高 百 


改 | 小 


| 7> | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色谱 分 析 




















分 比 的 THEF-H2O 体系 或 THF-ACN 体系 )。 除 二 氧 甲 烷 与 水 无 法 混 溶 外， 上 述 其 他 溶剂 都 可 
与 水 混用 。 二 氧 甲 烷 常 用 来 清洗 被 强 保留 样品 污染 的 反 相 色谱 柱 。 甲 醇 、 乙 且 和 四 氧 叶 吐 与 
水 的 混合 物 的 洗 脱 强度 之 间 存 在 以 下 经 验 换算 关系 中; 
Pi =0.3208 8 + 0.57 a8 (3-1) 
几 所 喘 师 二 0-66 (3-2) 

其 中 ，piw、9ziiw、9n 所 业 分 别 为 乙 膊 、 甲 醇和 四 和 氨 叶 喃 与 水 混合 溶剂 的 体积 分 数 。 实 际 
上 ， 除 了 考虑 洗 脱 强度 外 ， 还 必须 考虑 分 离 选择 性 的 变化 。 

流动 相 中 不 含水 的 分 离 模式 称 为 非 水 反 相 色谱 (NARP)， 主 要 用 于 保留 极 强 或 即使 采用 
100% 乙 且 仍 难以 洗 脱 的 强 朴 水 性 样品 的 分 离 。NARP 流动 相通 常 为 极 性 不 同 的 两 种 有 机 溶剂 
的 混合 液 。 一 般 来 说 ， 高 极 性 的 溶剂 采用 乙 膊 或 甲醇 ， 低 极 性 溶剂 采用 四 和 氨 叶 喃 、 氯 仿 、 二 
氢 甲 烷 、 丙 酮 等 。 通 过 改变 两 种 有 机 溶剂 的 比例 或 温度 可 有 效 控制 样品 的 保留 强 弱 。 由 于 采 
二 氧 甲烷 等 溶剂 限制 了 低 波长 UV 检测 的 应 用 ， 且 正 相 色谱 能 够 方便 地 分 离 强 极 性 样品 ， 
通常 情况 下 不 推荐 采用 NARP。 

三 、 方 法 发 展 

在 建立 反 相 液 相 色谱 方法 时 ， 初 始 实验 通常 采用 普 适 性 较 好 的 C8 或 C18 柱 外 。 色 谱 柱 
应 具有 适当 的 反 压 《过 2500psi)、 合 理 的 柱 效 CN>8000)、 运 行 时 间 短 〈 雪 15$min )。 通 常 采 
] 0.46cmX15cmX5pm C18 或 C8 柱 。 进 样 前 用 10 倍 柱 体积 流动 相 平衡 以 保证 实验 的 重 现 性 。 

为 获得 较 低 的 柱 压 和 较 高 的 柱 效 ， 初 始 柱 温 可 设 定 为 3$SC 或 40C， 没 有 柱 温 箱 的 情况 
下 则 在 室温 下 测定 。 为 保证 检测 灵敏 度 ， 初 始 进 样 量 可 设 为 23 一 50 岂 ， 方 法 优化 后 根据 柱 尺 
寸 减 小 至 所 需 值 (如 采用 各 0.4 一 0.5cm 色谱 柱 时 ， 进 样 量 应 小 于 25 避 或 10ng)。 

采用 反 相 液 相 色 谱 法 可 通过 改变 流动 相 种 溶剂 种 类 、 浓 度 (B%) 和 柱 温 等 参数 实现 多 数 
样品 的 分 离 。 初 始 流动 相 pH 通常 选取 较 低 pH 值 (pH=2~3)， 这 是 因为 在 低 pH 下 ， 硅 羟 
基质 子 化 从 而 可 以 降低 其 活性 。 此 外 ， 由 于 与 常见 酸 碱 官能 团 pK 相差 较 远 ， 具 有 酸 碱 性 样 
品 的 保留 不 会 受到 pH 值 微小 变化 的 影响 。 方法 优化 过 程 中 如 需 对 pH 进行 优化 , 应 在 其 他 条 
牛 优化 后 进行 。 
综 上 所 述 , 对 于 中 性 样品 , 初始 条 件 为 15cmX5pm C18 或 C8 柱 , 乙 且 - 水 流动 相 , 2ml/min 
流速 ， 柱 温 35'C 或 40'C， 梯 度 设 置 采用 5% 一 100% 乙 且 ，60min;， 对 于 离子 型 样品 ， 流 动 相 
水 相 改 为 25 一 50mmol/L 磷酸 缓冲 溶液 (pH=2 一 3); 对 于 中 性 和 离子 型 共存 的 样品 ， 采 用 后 
者 作为 流动 相 。 

根据 初始 条 件 获得 的 色谱 图 可 以 初步 判断 所 需要 发 展 的 方法 采用 等 度 洗 脱 或 梯度 洗 脱 。 
如 果 所 有 组 分 均 在 相对 较 窗 的 梯度 时 间 内 集中 流出 ， 则 说 明 后 续 实 验 可 采用 等 度 洗 脱 。 由 梯 
度 保留 值 范围 比 梯 度 时 间 可 以 估算 等 度 条 件 下 色谱 柱 及 流速 的 保留 值 范围 。 例 如 ， 令 最 后 被 
洗 脱 的 组 分 和 第 一 个 被 洗 脱 的 组 分 保留 时 间 之 差 为 Atx， 梯 度 时 间 为 tc， 当 Atr/tc=0.25 时 ， 对 
应 的 等 度 保留 值 范 围 为 1<K<10; 当 Af/tc=0.40 时 ， 对 应 的 等 度 保留 值 范 围 为 0.5< 志 <<20。 
当 等 度 保留 值 在 0.5<k'<=<20 范围 之 内 时 ， 可 采用 等 度 分 离 条 件 ， 等 度 分 离 的 B 儿 根据 初始 梯 
度 条 件 下 最 后 一 个 流出 色谱 柱 组 分 的 保留 时 间 决 定 。 

采用 梯度 洗 脱 时 ， 以 初始 梯度 实验 第 一 个 流出 色谱 柱 组 分 对 应 B% 作 为 推荐 梯度 的 初始 
B%， 以 最 后 一 个 流出 色谱 柱 组 分 对 应 的 B% 作 为 推荐 梯度 的 最 终 B 多 。 接 下 来 可 通过 改变 梯 
度 实现 样品 的 更 好 分 离 。 

在 初始 条 件 下 保留 较 弱 的 组 分 通常 为 以 离子 形态 存在 的 碱 性 溶质 (pH=2~3), 分 离 效果 
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较 差 。 对 pK 二 8 的 弱 碱 性 溶质 ， 可 通过 增 大 流动 相 pH 值 提高 其 保留 值 ， 但 对 碱 性 较 强 的 溶 
质 ， 则 需 加 入 磺 酸 盐 离 子 对 试剂 增加 其 保留 值 。 而 对 初始 条 件 下 难以 洗 脱 的 强 保留 组 分 ， 可 
采用 四 和 氧 叶 喃 -水 体系 进行 洗 脱 、 非 水 反 相 分 离 或 改 成 正 相 色谱 模式 进行 分 离 。 
向 流动 相 中 加 入 改 性 剂 主要 有 两 种 方法 。 
(1) 离子 抑制 法 ”在 反 相 色谱 中 常 向 含水 流动 相 中 加 入 酸 、 碱 或 缓冲 溶液 ， 以 使 流动 相 
的 pH 控制 一 定数 值 ， 抑 制 溶质 的 离子 化 ， 减 少 谱 带 拖 尾 ， 改 善 峰 形 ， 以 提高 分 离 的 选择 性 。 
例如 在 分 析 有 机 弱酸 时 ， 常 向 甲醇 -水 流动 相 中 加 入 1 多 的 甲酸 或 乙酸 、 三 氯 乙酸 、H3PO4、 
HSO4)， 就 可 抑制 溶质 的 离子 化 ， 获 对 称 的 色谱 峰 。 对 弱 碱 性 样品 ， 向 流动 相 中 加 入 1 多 的 
三 乙 胺 也 可 达到 相同 的 效果 。 
(2) 离子 强度 调节 法 在 反 相 色 谱 中 ， 在 分 析 易 离 解 的 碱 性 有 机 物 时 ， 随 流动 相 pH 值 
的 增加 ， 键 合 相 表面 残存 的 硅 羟 基 与 碱 的 阴离子 的 杀 和 能 力 增强 ， 会 引起 峰 形 拖 尾 并 干扰 分 
离 ， 此 时 车 向 流动 相 中 加 入 0.1% 一 1% 的 乙酸 盐 或 硫酸 盐 、 硼 酸 盐 ， 就 可 利用 盐 效 应 减弱 残 
存 硅 凑 基 的 干扰 作用 ， 抑 制 峰 形 拖 尾 并 改善 分 离 效 果 。 但 应 注意 经 和 常 使 用 磷酸 盐 或 卤化 物 会 
引起 硅烷 化 固定 相 的 降解 。 
显然 ， 向 含水 流动 相 中 加 入 无 机 盐 后 会 使 流动 相 的 表面 张力 增 大 ， 对 非 离子 型 溶质 ， 会 
引起 保留 值 增加 ， 对 离子 型 溶质 ， 会 随 盐 效应 的 增加 引起 保留 值 的 减 小 。 
三 节 正 相 液 相 色谱 法 
正 相 液 相 色 谱 CNPLC) 是 最 常用 的 HPLC 分 离 方法 之 一 。 与 RPLC 相反 ， 其 固定 相 极 
性 大 于 流动 相 ， 样 品 的 保留 值 随 流动 相 极 性 降低 而 增加 。NPLC 常用 于 分 离 中 性 和 离子 样品 。 
一 、 原 理 与 色谱 柱 推荐 
正 相 液 相 色谱 为 典型 的 液 - 固 吸附 色谱 。 溶 质 在 柱 中 国定 相 上 反复 进行 吸附 -解吸 过 程 ， 
根据 不 同 被 测 物 在 吸附 剂 上 吸附 作用 的 强 弱 进 行 分 离 。 其 分 离 机 理 如 图 3-7 所 示 。 
溶质 和 固定 相间 的 吸附 作用 包括 : 四 溶质 和 溶剂 分 子 对 吸附 剂 表面 特定 位 置 的 竞争 作 
， 这 使 得 座 剂 组 成 的 改变 往往 会 引起 分 离 情况 发 生 很 大 变化 ;外 溶质 所 带 官能 团 与 吸附 剂 
表面 相应 的 活性 中 心 之 间 的 相互 作用 ， 这 种 作用 与 溶质 分 子 的 几何 形状 有 关 ， 当 官能 团 的 位 
置 与 吸附 中 心 匹配 时 ， 保 留 较 强 ;， 反 之， 则 保留 较 弱 。 
溶质 所 带 官 能 团 的 性 质 是 决定 其 吸附 作用 的 主要 因素 ， 若 溶质 分 子 所 带 官 能 团 的 极 性 
强 、 数 目 多 ， 则 保留 也 强 。 不 同 异 构 体 的 相对 吸附 作用 常 有 较 大 差异 ， 因 而 ， 正 相 色 谱 法 分 
离异 构 体 比 其 他 色谱 法 更 为 优越 。 
固定 相 一 般 采 用 硅胶 、 氧 化 铝 和 极 性 基 团 键 合 的 硅胶 等 吕 。 硅 胶 是 最 常用 的 正 相 色谱 固 
定 相 ， 已 经 被 广泛 应 用 于 环境 样品 、 石 油 化 工 样品 的 分 析 方 法 建立 。 由 于 在 高 pH 值 时 硅胶 























































































































































































































Erni 
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能 够 溶解 ， 要 获得 满意 的 使 用 寿命 ， 不 应 在 pH=8 
以 上 使 用 某 些 硅胶 基质 的 色谱 柱 。 此 外 ， 硅 胶 基 质 Ca Hoe 
表面 的 酸性 使 其 不 适宜 分 离 碱 性 化 合 物 。 oem a 
Alz03 作为 正 相 色谱 固定 相对 不 饱和 化 合 物 ， BB ofr 
特别 是 芳香 族 化 合 物 、 多 核 芳烃 有 较 强 的 保留 能 力 ， BE - 3— 
可 以 将 芳烃 异 构 体 良好 分 离 ， 此 外 ， 当 样品 为 碱 性 人 on We BE th 
化 合 物 时 ， 若 使 用 硅胶 则 会 造成 严重 吸附 ， 溶 质 峰 ella 10 一 cl 
拖 尾 或 难以 洗 脱 ， 此 时 宣 选 用 ALO; 进行 分 离 。 国 国 玖 正 相 色谱 机 理 
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| 分 析 化 


极 性 键 合 相 一 般 指 键 合 有 





学 手册 6 液 相 色谱 分 析 























EGE 


Ea 






玫 

















(Diol)、 





其 
质 的 分 离 。 








氨基 键 合 





5 一 0 一 H 


起 Ai 一 口 一 凡 


上: 能 量 分 布 本 








机 分 子 中 含有 某 种 极 性 基 团 ， 与 硅胶 相 比 ， 这 种 极 性 键 合 相 的 














对 均匀 ， 因 而 吸附 活性 也 比 一 般 的 硅胶 低 。 最 常用 的 有 和 氰 基 (一 CN)、 二 














氨基 (一 NH2) 等 。 极 性 键 合 相 的 极 性 通常 弱 于 硅胶 ， 所 以 更 适 于 对 中 等 极 性 








性 ， 而 一 NH2 呈 碱 性 ， 所 以 用 于 了 


伍 ) 
证 氧 训 利 所 基 
岗 址 败 附 


氨基 键 合 相 固定 相 
与 硅胶 的 对 比 























但 





保留 值 较 硅胶 小 ;或 者 若 要 允 
某 些 含有 双 键 的 化 合 物 发 生 选 择 必 


从 机 理 上 讲 为 正 相 色谱 ， 因 为 流动 相 





























2 pe Nr 
Si—0<->NZ 


问 光 











上 固定 相 的 吸附 过 程 与 Si0; 相似 但 又 有 所 不 同 ， 如 图 3-8 所 示 。Si 一 OH 呈 酸 
E 相 冲洗 时 表现 有 不 同 的 选择 性 。 一 NH 具有 强 的 氧 键 结合 
























































能 力 ， 对 某 些 多 官能 团 化 合 物 ， 如 省 体 、 强 心音 等 有 较 
强 的 分 离 能 力 。 在 酸性 介质 中 ， 这 种 键 合 相 作 为 一 种 离 
子 交 换 剂 ， 可 用 于 分 离 酚 、 羧 酸 、 核 背 酸 等 。 氮 基 可 与 

































































糖 类 分 子 中 的 羟基 发 生 选 择 性 相互 作用 ， 因 而 用 乙 且 - 














水 做 流动 相 时 可 以 分 离 单 、 双 和 多 糖 ， 这 已 成 为 一 种 糖 
类 分 析 的 常规 方法 。 此 时 尽管 从 流动 相 角 度 看 为 反 相 ， 
FP 水 含量 的 增加 使 溶质 的 保留 值 降低 。 






























































氰 基 键 合 相 的 分 离 选 择 性 与 硅 胺 相似 ， 但 因 极 性 比 硅胶 弱 ， 所 以 在 相同 流动 相 条 件 下 的 

















化 合 物 有 更 好 的 分 离 能 力 。 


对 


积 





二 醇 基 键 合 相 是 缩 






































排 阻 色谱 分 离 。 
二 、 流 动 相 


在 正 相 液 相 色谱 中 ， 由 于 
脱 能 力 增加 ， 样 品 的 保留 值 降 低 。 一 般 



































正 相 液 相 1 









































E 持 相似 的 保留 值 ， 可 用 极 性 更 小 的 流动 相 冲 洗 。 氰 基 键 合 相 与 
E 相 互 作用 ， 因 而 对 双 键 异 构 体 或 含有 不 等 量 双 键 数 的 环 状 






































油 氧 两 基 硅 烧 键 合 相 的 水 解 产 物 [Si(CH2)3OCH2CH(OHJCH2OH ]， 
有 机 酸 和 某 些 低 聚 物 可 获得 好 的 分 离 。 二 醇 基 的 另 一 个 用 途 是 可 进行 某 些 蛋白 质 的 水 系 体 





固定 相 的 极 性 大 于 流动 相 的 极 性 ， 所 以 增加 流动 相 的 极 性 ， 洗 
由， 应 选择 极 性 适当 溶剂 ， 使 样品 的 1 入 尼 <<10。 
色谱 以 非 极 性 或 弱 极 性 溶剂 为 流动 相 ， 溶 质 与 流动 相 的 相互 作用 较 弱 ， 通 常 是 



































在 饱和 烷烃 《如 正己 烷 ) 中 加 入 一 种 极 性 较 大 的 溶剂 (如 蜡 丙 醋 〉 作为 极 性 调节 剂 构 成 的 混 


合 溶剂 。 混 合 溶剂 系统 的 溶 


分 离 。 调 节 极 怕 


到 





的 


月 5 


顺 








所 需要 分 离 选择 性 的 情况 ， 还 可 以 考虑 使 用 三 元 或 四 元 溶剂 体系 。 














1 强度 可 随 其 组 成 连续 变化 ， 易 于 找 出 具有 适宜 溶剂 强度 的 溶剂 
系统 。 混 合 溶 剂 也 可 以 保持 溶剂 的 低 笑 度 ， 以 降低 柱 压 和 提高 柱 效 ， 以 及 提高 选择 性 ， 改 善 
FE 调 节 剂 的 种 类 和 浓度 可 以 改变 溶剂 的 强度 从 而 改变 分 离 选 择 性 。 对 于 难以 达 



































NR 





















































正 相 色谱 一 般 为 吸附 色谱 ， 常 用 的 溶剂 可 按 其 对 固定 相 的 吸附 强度 进行 分 类 ， 通 常 以 溶 
剂 强度 参数 世人 值 "作为 衡量 溶剂 强度 的 指标 。a 被 定义 为 : 

















式 中 ,五 为 吸附 能 ;4 为 








吸附 自由 能 ， 怒 越 大 ， 国 
能 力 越 强 。 表 

正 相 色谱 中 溶质 分 子 的 k' 值 随 溶剂 值 的 增加 而 下 降 ， 因 此 溶剂 洗 脱 能 力 顺序 可 用 于 
找 最 佳 的 浴 剂 强度 。 表 3-4 列 出 了 正 相 色谱 中 以 硅胶 为 吸附 剂 时 一 些 二 元 流动 相 的 洗 脱 能 




















序 。 








定 术 


E 
全 (3-3) 
A 








吸附 剂 的 表面 积 。 显 然 ，a 表示 溶剂 分 子 在 单位 吸附 剂 表 面 上 
目 对 溶剂 的 吸附 能 力 越 强 ， 则 溶质 的 值 越 小 ， 即 溶剂 的 洗 脱 






























































3-3 列 出 了 正 相 1 


色谱 ， 






































以 得 


E 胺 为 吸附 剂 时 常用 溶剂 的 溶剂 强度 参数 。 























寻 
力 
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常用 溶剂 的 洗 脱 能 






























































溶 剂 溶剂 强度 溶 剂 溶剂 强度 
乙 烷 0.00 乙酸 乙 酯 0.38 

异 辛 烷 0.01 - 吗 烷 0.49 
Id 氧化 碳 0.11 乙 膊 0.50 

Id 氧 丙 烷 0.22 异 丙 醇 0.63 
氯仿 0.26 醇 0.73 
- 氧 甲烷 0.32 水 20.73 
1 氧 叶 喃 0.35 醋酸 20.73 
乙醚 0.38 














硅胶 柱 上 液 - 固 色谱 洗 脱 剂 的 溶剂 序列 















































































































































已 | ll 川 

0.00 成 烷 成 烷 成 烧 

0.05 42% 握 化 异 丙 烷 - 戊 烧 3% 二 氧 甲烷 - 戊 烷 4% 茶 -成 烷 
0.10 10% 握 化 异 丙 烧 - 戊 烷 7% 二 毛 甲 烧 - 戊 烧 11% 葵 -成 烷 
0.15 21% 和 氧化 异 丙 烷 - 戊 烷 14% 二 氧 甲烷 -成 烧 26% 茶 - 戊 烷 
0.20 4% 乙 本 -成 烷 26% 二 握 甲 烧 - 成 烷 4% 乙 酸 乙 酯 - 戊 烷 
0.25 11% 乙 醚 - 戊 烷 50% 二 氧 甲 烧 - 戊 烷 11% 乙 酸 乙 酯 - 戊 烷 
0.30 23% 乙 醚 -成 烷 82% 二 氧 甲 烷 - 戊 烷 23% 乙 酸 乙 酯 - 戊 烷 
0.35 56% 乙 醚 -成 烷 3% 乙 且 - 葵 56% 乙 酸 乙 酯 - 戊 烷 
0.40 2% 甲 醇 - 乙 醚 11% 乙 有 睛 - 茶 

0.45 4% 甲 醇 -乙醚 31% 乙 且 - 葵 

0.50 8 甲醇 -乙醚 乙 且 

0.55 20% 甲 醇 -乙醚 

0.60 50% 甲 醇 -乙醚 
在 实际 分 离 中 ， 正 相 液 相 色 谱 的 分 离 选择 性 不 仅 取 决 于 a， 还 受 溶质 与 溶剂 分 子 间 的 氨 





键 作 用 等 其 他 相互 作用 影响 。 预 测 w 值 随 溶剂 组 成 的 变化 时 ， 应 遵循 以 下 规则 : 

Q) 当 强 溶剂 浓度 很 大 或 很 小 时 ， 一 般 会 得 到 较 大 的 a 值 ; 

@ 含 醇 的 溶剂 系统 常常 会 得 到 与 其 他 溶剂 系统 不 同 的 cw 值 ; 

@ 含 强 碱 性 或 非 碱 性 强 溶 剂 组 分 的 溶剂 系统 可 能 达到 较 大 的 ga 值 。 

三 、 方 法 发 展 

正 相 液 相 色谱 方法 建立 的 一 般 模 式 与 反 相 液 相 色谱 类 似 叫 。 正 相 液 相 色 谱 的 色谱 柱 选择 
范围 较 宽 ， 氰 基 柱 通常 是 首选 ; 与 氰 基 柱 相 比 ， 硅 胶 柱 可 获得 更 大 的 a 值 ， 适 合 于 异 构 体 和 
玖 水 性 溶质 的 分 离 ， 但 分 析 时 必须 严格 控制 流动 相 中 水 含量 ， 也 不 适 于 梯度 分 离 ， 二 醇 基 柱 
和 和 氨基 柱 稳 定性 较 差 ， 仅 在 其 他 类 型 正 相 色谱 柱 无 法 完成 分 离 时 采用 氧化 馈 柱 具有 独特 
分 离 选择 性 ， 但 有 柱 效 低 、 保 留 值 不 定 、 回 收 率 低 等 缺点 ， 很 少 使 用 。 
一 般 来 说 , 柱 尺 寸 为 0.46cmX25nmX5pm, 初始 流 速 设 为 2mlymin， 柱 温 为 33SC 或 室温 ， 
初始 进 样 量 较 大 ， 但 不 应 超过 50hl 或 50pg。 

正 相 液 相 色谱 流动 相 首选 是 正己 烧 和 丙 醇 组 成 的 混合 溶剂 , 正己 烷 - 丙 醇 不 仅 在 低 紫 外 波 
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改 | 小 
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长 区 吸收 较 弱 ,还 可 提供 较 宽 的 溶剂 强度 范围 ， 适 于 分 离 极 必 
溶解 性 较 好 的 1,1,2- 三 气 三 氢 乙 烷 (FC113) 也 可 作为 混合 溶剂 中 
吸收 较 强 ， 只 能 用 于 235nm 以 上 的 检测 ， 并 且 其 对 臭氧 的 破坏 作 上 


















































外 ，B 溶剂 还 可 采用 二 握 甲 烷 、! 


基板 丁 栈 、 乙 酸 乙 酯 、 


















































(二 215nm) 条 件 下 强 极 性 样品 








的 分 离 ， 二 和 氧 : 

















差异 较 大 的 样品 。 除 正己 烷 外 ， 





























的 A 溶剂 ， 由 于 在 低 波 长 
也 限制 了 其 使 用 。 除 丙 醇 














乙 且 等 ， 其 中 丙 醇 适 于 低 波 长 检测 


烷 是 高 波长 (>23$nm) 检测 条 件 下 的 了 溶剂 


首选 ,但 洗 脱 强度 较 低 : 甲 基板 丁 醚 和 乙酸 乙 酯 可 在 225nm 以 上 波长 使 用 ,其 加 入 可 改变 a 值 ; 





乙 膊 也 可 改变 样品 的 a 值 ， 并 在 195nm 以 上 波长 范围 均 无 明显 紫外 吸收 ， 但 是 与 正 























溶性 较 差 ， 需 要 男 外 加 入 共 溶 剂 才 可 使 用 














与 反 相 液 相 色谱 方法 优化 过 程 相似 , 可 采用 0 一 100% 丙 醇 -] 
行 初始 条 件 分 离 ， 根 据 结 果 调 整 梯度 程序 或 估算 等 度 分 离 条 件 。 





o 











节 B% 或 采用 两 种 B 溶剂 ， 但 流动 相 中 i 





通常 不 应 超过 三 种 溶剂 。 











明显 时 ， 可 改变 柱 类 型 以 获得 更 好 的 分 离 效 果 。 
的 极 性 溶剂 与 

















在 正 相 液 相 色谱 柱 上 ， 流 动 相 ， 
需要 更 长 的 平衡 时 间 (至 少 20 倍 柱 体积 























i 











固定 相 相 


车 
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互 作 | 











水 是 强 极 性 溶剂 ， 与 硅胶 或 氧化 铝 键 合 相 当 牢 固 ， 流 动 相 中 含有 的 微 





从 流动 相 中 茜 取 出 来 ， 导 致 保留 时 间 下 降 。 























流动 相 








己 烷 的 混 








E 己 烷 初 始 梯度 在 氯 基 柱 上 进 
为 了 调节 分 离 选择 性 ， 可 调 
双 改 变 流动 相 组 成 效果 不 


三 




















调整 流动 相 比 例 时 
































水 分 会 被 固 
水 分 受到 空气 湿度 影响 ， 难 以 保证 流动 


定 相 








相 的 含水 量 固定 不 变 ， 因 此 ， 采 用 硅胶 柱 时 ， 通 常会 用 一 定量 的 水 平衡 流动 相 ， 保 证 含水 量 








稳定 。 














第 四 三 ”离子 交换 液 相 色谱 法 


离子 交换 色谱 (ion exchange chromatography，IEC) 是 最 早 应 用 的 液 相 色谱 技术 之 一 。 




















离子 交换 色谱 法 针对 离子 型 样品 ， 根 据 样品 离子 与 固定 相 表 
































白质 、 肽 类 、 氢 基 酸 、 


看 离 子 交 换 基 























加 

















离 尤 为 适宜 ， 因 此 已 成 为 相关 领域 中 非常 有 效 的 分 析 检 测 和 分 离 纯化 手段 。 


一 、 原 理 与 色谱 柱 推荐 
IEC 分 离 机 理 建立 在 样品 分 子 与 












































出 了 样品 离子 在 色谱 柱 




















作用 可 能 表现 为 离子 与 离子 、 偶 极 与 离 了 


或 者 其 他 动态 平衡 














作 1 





] 力 的 形式 








发 生 的 离子 交换 过 程 。 样 品 离子 将 














带电 性 质 、 分 子 结构 等 不 同 ， 其 与 固定 术 
差异 ， 最 终 实现 分 离 。 





Soeeeeese 
中 








表面 的 作用 力也 不 


司 ， 医 











EE 到 溶质 离子 在 IEC 色谱 柱 中 发 生 的 离子 交换 过 程 





o 


司 离子 从 固定 相 表 殖 
此 被 顶替 


的 交换 能 力 差异 
核酸 、 核 昔 、 碱 基 、 碳 水 化 合 物 等 的 分 


固定 相 表面 基 团 之 间 电 荷 相 互 作 用 的 基础 上 ， 这 种 相互 
图 3-9 

















观 地 给 














| 顶替 下 来 ， 














的 难 易 程度 存在 
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按 所 使 用 的 离子 交换 剂 的 不 同 ，IEC 方法 可 分 强 阴 、 强 阳 、 弱 阴 、 弱 阳离子 交换 色谱 
种 模式 。 离 子 交 换 固 定 相 大 多 在 有 机 高 聚 物 或 硅胶 上 接 枝 离子 交换 基 团 制备 。 离 子 交 换 剂 上 
的 活性 离子 交换 基 团 决定 着 其 性 质 和 功能 ， 带 磺 酸 基 的 为 强 阳 离子 交换 剂 ， 带 羧 酸 基 的 为 弱 
带 伯 、 仲 、 叔 氨基 的 为 弱 阴 离子 
交换 剂 趾 。 使 用 最 多 的 阴离子 交换 基 团 是 二 乙 氨 基 乙 基 和 聚 乙 亚 胺 ， 使 用 最 多 的 阳 离 
子 交 换 基 团 是 磺 丙 基 和 羧基 。 
硅胶 基质 离子 交换 键 合 相 具 有 刚性 强 、 耐 压 及 无 树脂 固有 的 溶 胀 和 收缩 现象 等 优点 。 此 
外 ， 硅 胶 基 质粒 度 小 、 均 匀 性 好 、 表 面 传 质 过 程 快 ， 因 而 柱 效 比 离子 交换 树脂 柱 高 。 离 子 交 
换 键 合 相 柱 的 操作 比 树脂 柱 简单 ， 通 常 在 室温 下 操作 即 可 获得 良好 的 分 离 。 
有 机 高 分 子 类 离子 交换 固定 相 如 纤维 素 、 和 葡萄糖 、 琼 脂 糖 的 衍生 物 等 具有 全 pH 值 (1 一 
14) 范围 适用 、 可 以 选择 各 种 缓冲 液 流 动 相 体 系 、 使 用 寿命 长 、 色 谱 柱 易于 再 生 、 固 定 相 色 
谱 容量 高 、 非 特性 吸附 少 、 有 利于 保持 样品 生物 活性 等 特点 ， 因 此 在 离子 交换 色谱 固定 相 中 
占据 主要 地 位 。 

聚合 物 基质 的 离子 交换 色谱 固定 相通 常用 聚 葵 乙 烯 和 二 乙烯 基 苯 进行 灾 联 共聚 生成 不 

溶性 的 聚合 物 基 质 ， 再 对 芳 环 进 行 磺 化 制 成 强酸 性 阳离子 交换 剂 ， 或 对 芳 环 进 行 季 贸 盐 
制 成 带 有 烷 基 胺 定 能 团 的 强 碱 性 阴离子 交换 剂 。 0 
但 其 柱 效 较 低 ， 这 是 由 于 聚合 物 基质 中 的 微 孔 扩散 速度 较 慢 ， 导 致 传 质 阻力 较 大 造成 的 。 
的 聚合 物 基质 还 有 PS-DVB、 羟 基 化 聚 醚 凝 胺 、 交 联 聚 甲 基 夫 烯 酸 羟基 乙 酶 等 。 
两 性 离子 交换 剂 是 一 类 具有 特殊 结构 的 离子 交换 剂 ， 在 其 基质 中 既 含 有 阳离子 交换 基 
团 ， 又 含有 阴离子 交换 基 团 。 这 类 离子 交换 剂 在 与 电解 质 接 触 时 可 形成 内 盐 ， 用 水 洗 的 办 法 
很 容易 使 其 再 生 。 偶 极 子 型 离子 交换 剂 作为 两 性 离子 交换 剂 的 一 种 特殊 类 型 ， 通 过 毛 基 酸 键 
合 到 葡 聚 糖 或 琼脂 糖 上 制 得 ， 其 在 水 溶液 中 可 形成 偶 极 子 ， 这 种 离子 交换 剂 非 常 适 合 于 能 与 
偶 极 子 发 生 相 互 作 用 的 生物 大 分 子 的 分 
以 多 糖 类 软 质 凝 胶 〈 包 括 葡 聚 糖 、 琼 脂 糖 、 纤 维 素 等 类 型 ) 作为 基质 的 离子 交换 固定 相 
具有 全 pH 值 (1 一 14) 范围 适用 、 与 各 种 缓冲 液 流动 相 体系 兼 容 、 非 特性 吸附 少 、 有 利于 保 
持 样品 生物 活性 、 良 好 的 亲 水 性 和 生物 相 容 性 、 使 用 寿命 长 、 色 谱 柱 易于 再 生 、 样 品 负载 量 
高 、 价 格 便宜 等 特点 。 虽 然 也 有 机 械 强 度 较 低 、 只 能 在 低 流速 下 使 用 的 缺点 ， 但 其 仍 在 离子 
交换 色谱 固定 相 中 占据 主要 地 位 。 

非 多 孔 结 构 可 以 有 效 地 避免 溶质 在 固定 相 内 部 的 吸附 与 扩散 ， 所 以 对 改善 色谱 柱 效 、 提 
高 样品 回收 率 以 及 保持 大 分 子 溶质 的 生物 活性 都 是 很 有 利 的， 但 交换 容量 相对 较 低 。 这 类 填 
料 苹 遍 有 很 高 的 柱 效 和 样品 回收 率 ， 尤 其 适合 于 快速 分 离 活 性 生物 大 分 子 。 用 作 高 效 分 离 柱 
的 非 多 孔 型 填料 ， 一 般 粒 度 只 有 几 人 微米 ， 颗 粒 小 而 均匀 ， 刚 性 良好 ， 色 谱 穿 透 性 强 ， 流 速 适 


应 范围 宽 。 


二 、 流 动 相 

离子 交换 色谱 常用 缓冲 溶液 作为 流动 相 ， 有 时 加 入 与 水 混 溶 的 有 机 溶剂 。 水 不 仅 是 理 
的 溶剂 ， 同 时 还 具有 使 溶质 离子 化 的 特性 。 被 分 离 组 分 在 离子 交换 柱 中 的 保留 时 间 除 与 样 
组 分 的 离子 和 树脂 上 的 离子 交换 基 团 作用 的 强 弱 有 关外 ， 还 受 流动 相 的 pH、 离子 强度 、 加 
有 机 溶剂 种 类 等 因素 的 影响 。 

改变 流动 相 的 pH 值 还 会 影响 弱酸 性 或 弱 碱 性 溶质 的 电离 情况 ， 从 而 改变 其 对 溶质 保留 
的 强 弱 。 强 阳 / 阴 离子 交换 剂 的 交换 容量 (单位 质量 交换 剂 中 有 用 官能 团 数目 ) 不 随 pH 值 改 
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| 分 析 化 学 


FE 册 6 液 相 色谱 分 析 














& 7 强 阳 离 
扩 7 高 上 
向 1 
| ¢ 
lu 了 0 
pH 全 增加 一 ~ 
100 户 -一 一 
明明 疯子 
惟 
菩 站 
二 弱 遇 诊 了 
1.0 14 
pH 信 tiN 一 > 
区 民 汪 1 离子 交换 树脂 的 交换 容量 


大 ,在 阳离子 交换 








的 谱 中 和 








不 过 选择 怕 




















变 。 但 改变 pH 值 可 以 增加 或 减少 弱 离 子 交 换 剂 


























口 





离子 交换 基 团 上 











J 解 离 的 于 或 OH 的 数目 ， 





大 























此 流动 相 pH 值 直接 影响 
图 3-10 为 不 同 模式 离子 交换 树脂 的 交换 
值 的 变化 关系 。 





容量 


时 





- 旦 . 
上 





制 ， 交 换 容 





固定 相 的 离子 交换 容量 。 
随 pH 





PH 值 降低 , 弱 阳 离子 交换 剂 的 离子 化 受到 抑 
降低 ， 溶 质 的 保留 值 减 小 ; 阴离子 


交换 剂 则 恰好 相反 。 当 pH 值 增 大 ， 酸 失去 质子 ， 











发 生 解 离 ， 产 生 在 阴离子 交换 固定 相 上 保留 的 负 
离子 ; 反之 ， 当 pH 值 减 小 ， 碱 得 到 质子 ， 产 生 





在 阳离子 交换 固 
值 增 大 时 ， 志 


定 相 





上 保留 的 了 




















能 改变 分 离 的 选择 愧 





EE 离子 。 因 此 ,pH 
E 阴 离子 交换 色谱 中 组 分 的 保留 
分 的 保留 值 将 减 小 。 流 动 相 pH 值 的 变化 也 


值 增 


LL 

















E 随 pH 值 的 变化 较 难 预测 。 使 




















等 的 组 





盐 的 浓度 ， 
留 值 降 低 。 

















j 阳 离子 交换 剂 时 ， 常 选用 含 磷酸 根 离子 、! 
离子 、 醋 酸根 离子 或 森 榜 酸 根 离子 的 缓冲 液 ， 使 
液 。 


离子 交换 色谱 中 的 溶剂 强度 主要 取决 于 流动 相 





























j 阴离子 交换 剂 时 ， 则 常 选用 含 气 水 、 






































溶质 离子 与 所 加 盐 的 离子 








夺 离 子 交 换 基 





团 上 反 
































流动 相 昌 











由 对 
的 保留 





F 不 同 盐 的 离子 与 离子 交换 剂 作 ) 
值 有 很 大 


的 离 子 强度 越 高 ， 越 不 利 了 


BE 


也 降低 了 溶质 的 保留 。 








溶质 的 解 离 ， 




















层 . 


强度 不 同 ， 因 此 流动 相 ! 

















所 加 盐 的 类 型 








啊 。 在 阴离子 交换 色谱 











pA 
永 2 


F ( 弱 ) <OH <CH3COO <Cl < 


SCN <Br < Cr0; < NO; <I <C,0’ <SO? 


去 柠檬 酸根 〈 强 ) 





Ll 


在 阳离子 交换 色谱 中 ， 阳 离子 的 洗 脱 下 


EE 
R 


度 顺序 为 : 


Li ( 弱 ) <H'*<Na+<NHi<K'<Rb':<Cs'+<Ag'<Mg”'<Zn’*<Co*<Cut<Cd 


二 Ni 二 Ca** 过 Pb"! 二 Ba”* ( 强 ) 











在 离子 交换 流动 相 中 加 入 少量 的 甲醇 、 


解 度 ， 减 少 峰 拖 
三 、 方 法 发 展 
建立 离子 交换 分 离 方法 选用 


目 . 法 
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民 现 象 ， 但 


























E72 





阴离子 ， 


不 旭 





阴离子 交换 柱 ; 


EE 
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>4 








交换 法 同时 


分 离 阳 离子 和 阴离子 。 





阴 离 





交换 分 离 要 求 流动 相 的 pH 值 大 











流动 相 ; 
缓冲 盐 








低 波长 ] 


钠 对 系统 无 腐蚀 


阳离子 交换 则 要 求 pH 二 pK。， 通 








让 性， 但 只 能 在 230nm 以 J 








脱 能 力 较 强 ， 
在 流动 相 中 加 入 - 











J 在 低 浓 度 下 进行 洗 脱 。 


机 溶剂 的 加 入 也 会 导致 保留 值 下 降 。 


的 色谱 柱 必须 与 待 分 离 组 分 相 
十 碱 性 化 合 物 或 阳离子 ， 采 用 强 


检测。 硫酸 钠 和 人 磅 


0 口 











氧 味 喃 、 乙 及 等 有 机 溶剂 ， 可 以 增加 样 




















盐 的 总 浓度 即 离子 强度 ， 增 加 流动 相 中 
电位 置 的 能 力 降低 ， 溶 质 的 保 


FDOD 


酸根 
吡啶 








对 样品 离子 
， 具 有 不 同 阴 离子 的 盐 相 对 洗 脱 强度 顺序 为 : 


的 深 


匹配 。 例 如 ， 对 酸性 化 合 物 或 

















阳离子 交换 柱 。 通 常 不 








了 离子 





请 党 
J I 








于 样品 的 pK， 
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IT 





采用 pH>6 的 水 组 六 





保留 。 





Ph 液 作为 
采用 pH<6 的 水 缓冲 液 。 初 始 条 件 的 流动 相 
浓度 应 较 低 “2~~5mmol/L)， 以 避免 与 样品 离子 竞争 

















通常 需 在 水 缓冲 液 中 加 入 0.5 一 ImolL 的 盐 以 保持 一 定 的 离子 强度 。 采 用 NaCl 可 实现 
的 检测 ， 但 是 pH 值 较 低 (pH<5) 时 ， 容 易 腐蚀 系统 管 路 ， 需 每 天 六 





h 尝 系统 。 





乙 











比 ! 


:J 








酸 钠 也 无 腐蚀 性 





























广 口 品 


口 
有 机 溶剂 可 避免 样 











2K 不 








或 玻 水 作用 引起 的 峰 展 宽 或 变形 。 高 





磷酸 钠 
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浓度 
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有 机 溶剂 可 能 会 破坏 生物 样品 活性 ， 如 无 需 考 虑 失 活 ， 则 可 加 入 较 高 浓度 有 机 溶剂 以 改 





善 峰 形 。 


与 反 相 分 离 类 似 ， 























0 一 100% 盐 梯度 确定 样品 的 相对 保留 值 ， 判 断 等 度 分离 可 行 性 























及 等 度 分 离 的 盐 浓度 。 如 溶质 在 初始 条 件 下 不 能 全 部 流出 色谱 柱 ， 则 可 通过 增加 柱 温 、 流 


动 相 中 加 入 一 定 比例 的 甲醇 改善 分 离 ， 也 可 改 
对 离子 交换 分 离 方法 进行 优化 可 采 


























] 弱 阴 / 阳 离子 交换 柱 降 低 溶质 的 保留 值 。 
多 种 途径 ， 如 改变 梯度 程序 、 绥 冲 溶液 pH、 流 动 相 






























































中 盐 的 种 类 和 浓度 、 有 机 调节 剂 种 类 和 加 入 量 等 。 








第 五 节 ”体积 排 阻 色谱 法 














体积 排 阻 色谱 法 (SEC) 又 称 凝 胶 色 谱 法 , 通常 用 于 分 子 量 大 于 2000 的 样品 的 分 离 。SEC 











方法 最 广泛 的 ) 











j 途 是 测定 聚合 物 的 分 子 量 分 布 ， 对 某 些 大 分 子 样品 如 和 蛋白质 、 核 酸 等 ， 也 是 





一 种 很 有 效 的 分 离 纯化 手段 。SEC 方法 能 简便 快速 地 分 离 样 品 



































分 子 量 相差 较 大 的 组 分 ， 医 


















































而 适合 于 未 知 样品 的 初步 探索 性 分 离 ， 无 需 进行 复杂 实验 就 能 较为 全 面 地 了 解 样品 组 成 分 布 
的 概况 。 
SEC 方法 按 其 流动 相 体系 通常 分 为 两 大 类 ， 即 适合 于 分 离 水 溶性 样品 的 凝 胶 过 滤 色 谱 





(GFC) 和 适合 于 分 离 六 






































溶性 样品 的 凝 胶 渗透 色谱 (GPC)， 





两 种 方法 的 分 离 原 理 虽然 相同 ， 














TT 














但 采用 的 固定 相 、 分 离 对 象 和 使 用 技术 完全 不 同 。 
一 、 原 理 与 色谱 柱 推荐 
































体积 排 阻 色谱 法 依据 固定 相 凝 胶 的 孔 容 及 孔径 分 布 、 样 品 分 子 量 大 小 及 其 分 布 以 及 相互 
匹配 情况 实现 样品 的 分 离 申 。 由 图 
大 小 分 布 。 当 样品 分 子 量 较 大 ， 以 至 于 被 完全 
积 等 于 色谱 柱 内 微粒 间 的 空隙 体积 ; 


























3-11， 在 固定 相 确定 的 分 子 量 范围 内 ， 洗 脱 顺 序 按照 分 子 
FE 除 在 固定 相 微 孔 之 外 时 (全 排 阻 )， 其 保留 体 
而 分 子 量 足够 小 的 分 子 可 以 完全 进入 微 孔 中 ， 其 保留 体 










































































积 为 空 队 体积 和 固定 相 中 微 孔 体积 之 和 。 固 定 相 的 分 子 量 测定 范围 即 为 全 渗透 和 全 排 阻 之 间 





所 |. -AH 


的 分 





束 虚 史 嘱 织 


量 范围 。 
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理想 的 体积 排 阻 色谱 固定 相应 具有 


体积 排 阻 色谱 法 分 离 机 制 
E 的 孔径 分 布 范围 ， 而 系列 色谱 固定 相应 具有 宽 范 围 


[图 3-11 












































的 孔径 分 布 ， 可 根据 样品 的 不 同 选择 不 同 分 子 量 范围 的 SEC 柱 ， 也 可 将 不 同 规格 的 SEC 柱 
串联 使 用 ,用 于 分 离 更 大 分 子 量 范围 的 样品 。“ 混 合 柱 床 ” 是 将 不 同 孔 径 固 定 相 混合 装填 在 一 











范围 的 样品 。 


支 色 谱 柱 中 ， 与 单 分 散 固定 相 色 谱 柱 相 比 ， 其 具有 更 宽 的 孔径 分 布 ， 可 




































































于 分 离 更 大 分 子 量 




















凝 胶 色 谱 回 定 相 包括 具有 确定 孔径 的 半 刚 性 的 交 联 聚合 物 凝 胶 和 刚性 的 无 机 凝 胶 




















两 大 类 ， 不 同 的 凝 胶 在 性 能 、 





























使 ) 








及 装 柱 方 法 等 方面 存在 明显 差异 。 和 常用 的 聚合 物 凝 胶 
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包括 葡 聚 糖 或 琼脂 糖 凝 胶 、 二 乙烯 基 茶 、 丙 烯 酸 酯 、 聚 邓 乙 烯 等 。 etd 
甲 基 丙 烯 酸 酯 凝 胶 多 用 于 合成 高 分 子 的 分 离 ; ee 

而 交 联 甲 基 丙烯 酸 酯 柱 则 多 用 于 水 溶性 合成 高 聚 物 的 分 ee 
粒 径 通常 为 S 一 10hm， 孔 径 范 围 为 S0nm 一 0.1hm， 生 | 
使 用 ， 一 般 于 生物 大 分 子 的 分 离 。 无 机 凝 胶 在 高 压 或 高 流速 下 柱 床 稳定 ， 热 稳定 性 好 ， 
能 够 长 期 使 用 。 

二 、 流 动 相 

体积 排 阻 色谱 法 中 ， 实 际 的 分 离 效 果 与 样品 、 流 动 相 之 间 的 相互 作用 无 关 ， 因 此 改变 流 
动 相 的 组 成 一 般 不 会 改变 分 离 度 。 当 采用 示 差 折光 检测 器 时 ， 为 提高 检测 灵敏 度 ， 应 使 流动 
相 的 折射 率 与 被 测 样品 的 折射 率 有 尽 可 能 大 的 差别 。 若 使 用 紫外 吸收 检测 器 ， 也 应 采用 在 检 
测 波长 无 紫外 吸收 的 溶剂 。 

体积 排 阻 色谱 法 中 流动 相 的 选择 原则 : 

Q 流动 相对 样品 应 有 足够 的 溶解 能 力 ， 寿 度 小 ， 与 检测 器 匹配 ; 

@ 流动 相 必 须 与 固定 相 相 匹配 ， 能 温润 凝 胶 ， 如 对 茶 乙 烯 -二 乙烯 基 茶 聚合 物 固 定 相应 
选择 非 极 性 流动 相 ; 多 和 孔 硅胶 固定 相应 选择 极 性 强 的 流动 相 ; 

@ 为 增加 样品 溶解 度 而 采用 高 柱 温 操 作 时 ， 应 选用 高 沸点 溶剂 ; 

@ 为 消除 排 阻 效应 ， 针 对 不 同 固定 相 ， 流 动 相 中 应 保持 一 定 离子 强度 ， 并 选择 与 固定 
相 作用 强 于 样品 的 溶剂 为 流动 相 。 

凝 胶 渗透 色谱 主要 用 于 高 涌 物 分 子 量 的 测定 。 四 和 氧 叶 喃 对 此 类 样品 有 良好 的 溶解 性 能 
旦 可 使 小 孔径 聚 茶 乙烯 凝 胶 溶 胀 ， 攻 度 也 较 低 ， 因 此 被 广泛 使 用 作为 GPC 流动 相 。 但 因 其 在 
储 运 过程 中 特别 是 在 光照 射 条 件 下 ， 容 易 生 成 过 氧化 物 ， 使 用 前 必须 除去 。 二 甲 基 1 
邻 二 毛茶 、 间 甲 酚 等 溶剂 可 在 高 柱 温 条 件 下 使 用 ;， 强 极 性 的 六 气 异 肉 醇 、 三 气 乙 醇 等 可 用 于 
粒度 小 于 10um 的 凝 胶 柱 。 

在 凝 胶 过 滤 色 谱 中 ， 通 稼 以 具有 不 同 pH 值 的 缓冲 溶液 作为 流动 相 。 当 采用 亲 水 性 有 
机 凝 胶 〈 葡 聚 糖 、 琼 脂 糖 、 聚 丙烯 酰胺 等 )、 硅 胶 或 改 性 硅胶 为 固定 相 时 ， 固 定 相 与 样品 
间 可 能 存在 多 种 相互 作用 影响 GFC 测定 准确 性 ， 可 在 流动 相 中 添加 少量 无 机 盐 以 保持 一 
定 的 离子 强度 〈0.1 一 0.5 mol/L)， 其 中 钠 、 钾 、 铵 等 的 硫酸 盐 、 们 酸 盐 消除 吸附 作用 的 效 
果 较 好 。 当 使 用 硅胶 基质 凝 胶 时 ， 流 动 相 的 pH 值 应 保持 在 4~8 的 范围 ， 以 免 硅胶 键 合 
相 被 破坏 。 

三 、 方 法 发 展 

建立 SEC 方法 时 ,应 选用 分 时 范围 覆盖 所 有 样品 组 分 分 子 量 的 色谱 柱 。 除 了 根据 样 
品 分 子 量 选择 固定 相 的 孔径 大 小 外 ， 还 需 根 据 样 品 特征 选择 固定 相 种 类 。 小 颗粒 硅胶 固定 相 
可 以 在 高 流速 下 使 用 ， 分 离 速度 快 ， 是 分 析 型 SEC 首选 。 

GPC 分 离 中 ， 通 常 采用 标准 曲线 法 测定 高 分 子 物质 的 分 子 量 。 选 用 与 被 测 样品 类 型 相似 
的 罕 分 布 〈 单 分 散 ) 标 样 在 同一 条 件 下 分 离 ， 以 保留 体积 对 分 子 量 的 对 数 作 图 ， 在 一 定 分 子 
量 范围 内 得 到 相对 分 子 质 量 的 标准 曲线 ， 见 图 3-12。 
体积 较 大 的 溶质 分 子 难 以 进入 到 固定 相 的 孔 内 ， 因 此 被 先 洗 脱 出 来 ， 使 分 子 量 - 洗 脱 体积 
线 的 线性 范围 与 待 测 样品 的 分 子 量 范围 匹配 。 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































第 三 章 高 效 液 相 色谱 分 离 模式 | e1 | 












毗 合 物 的 分 布 





LIM SOOk 250k  ]100k 25k 





二 完全 排除 






IM 使 下 山 线 
2 SOOK 
全 230k 
”Ionk 
25k 

所 洗 脱 体 岂 |! 


相对 分 子 质量 的 标准 曲线 


第 六 市 ” 亲 和 色 谱 法 
亲 和 色 谱 (AFC》 作 为 一 种 特异 性 分 离 技 术 ， 基 于 生物 分 子 的 活性 特征 ， 以 其 极 高 的 和 












































择 性 不 可 替代 地 被 应 用 于 复杂 生物 体系 中 特定 组 分 的 分 离 。 

一 、 原 理 与 色谱 柱 推荐 

杀 和 色谱 基于 生物 分 子 固有 的 特异 性 相互 作用 进行 样品 的 高 选择 性 分 离 。 特 异性 相互 作 
包括 酶 能 与 底 物 、 抑 制 物 、 辅 酶 等 的 结合 ， 抗 体 与 抗原 的 结合 ;凝集 素 与 细胞 表面 抗原 以 
及 茶 些 糖 类 的 结合 等 。 其 分 离 原 理 如 图 3-13 所 示 。 
将 可 以 与 目标 分 离 分 子 产 生 特 异性 相互 作用 的 分 子 固定 在 固定 相 基 质 上 ， 复 杂 样 品 基质 
中 的 分 子 由 于 不 存在 这 种 特异 性 作用 ， 因 此 与 固定 相 的 作用 相对 较 弱 ， 被 率先 洗 胶 。 目 标 分 
子 最 后 被 洗 脱 。 
依 杀 和 色谱 固定 相 所 带 配 基 与 样品 之 间 相 互 作 用 可 将 其 分 为 专用 型 和 通用 型 两 类 。 杀 和 
基 既 可 以 与 基质 直接 偶 联 ， 也 可 以 通过 间隔 臂 间接 连接 〈 图 3-14)。 
适当 的 间隔 辟 可 以 有 效 地 克服 基质 表面 的 位 阻 效应 ， 使 得 配 体 更 容易 与 被 分 离 物 结合 ， 
有 间隔 辟 的 AFC 固定 相 往 往 上 共有 更 为 优异 的 色谱 性 能 。 对 以 小 分 子 为 配 体 分 离 大 分 子 的 杀 
固定 相 来 说 ， 间 隔 臂 的 作用 显得 更 为 重要 。AFC 固定 相 的 间隔 臂 按 其 结构 类 型 ， 主 要 包括 
烃 类 、 链 状 的 聚 胺 类 、 肽 类 、 链 状 聚 醚 类 等 。 氨 烷 基 化 合 物 NHz(CH2)R 是 常用 的 间隔 豆 ， 

，R 可 为 羧基 、 羟 基 、 氮 基 或 配 位 体 自身 。 有 具有 了 巩 水 性 的 间隔 臂 可 能 与 配 基 或 样品 间 产 
生 非 特异 相互 作用 ， 干 扰 杀 和 分 离 。 为 消除 非特 异性 吸附 干扰 ， 可 在 沿 间隔 辟 分 子 的 长 轴 方 
向 某 些 原子 上 偶 联 亚 氨 基 、 羟 基 等 官能 团 ， 增 加 杀 水 性 。 
杀 和 人 色谱 固定 相 上 固定 的 配 基 包 括 染 料 配 基 、 金 属 离子 配 基 、 包 合 配 合 物 配 基 、 特 异性 
基 、 电 和 葵 转 移 配 枯 和 共 价 配 基 。 三 嗓 活 性 染料 的 结构 与 生物 酶 的 天 然 底 物 接近 ， 可 与 酶 活 
白质 的 活性 位 点 结合 应 用 于 亲 和 人 色谱 。Cu”*、Zn”*、Ni”*、Fe”*、Fe 等 金属 离子 通过 具 
合作 用 的 有 机 官能 团 固定 在 基质 或 间隔 辟 上 ， 利 用 歼 合 物 中 的 金属 离子 与 生物 分 子 间 的 特 
性 杀 和 作用 实现 生物 分 子 的 分 离 或 纯化 。 常 用 的 整合 剂 包括 亚 氨 基 二 乙酸 、 亚 氨基 二 乙 醛 
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[图 3-13， 


且 、 硫 脲 、 吡 啶 咪 
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亲 和 色 谱 分 离 原理 
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从 、 8- 羟 基 唆 啉 等 4 





包 合 物 配 基 
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二 寺 4 


配 体 
壤 脂 


证 的 配 基 本 品 


只 合 物 





回 定 的 配 基 


站 化 后 的 样品 


通过 间隔 臂 间接 连接 配 基 











主体 与 客体 分 子 间 特殊 杀 和 作用 力 形 成 ， 主 体 化 合 物 具 有 环 状 结构 或 空 


穴 ， 客 体 分 子 可 以 被 包 合 在 环 内 或 空 穴 内 形成 包 合 物 。 常 用 的 主体 分 子 包括 环 糊 精 、 冠 醚 、 


杯 芳烃 等 。 


二 、 流 动 相 


为 了 保持 生物 分 子 的 活性 ， 一 般 需 要 采用 
同 pH 的 缓冲 溶液 作为 流动 相 
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体系 由 无 机 或 


的 洗 脱 条 件 。 亲 和 色谱 中 通常 采用 具有 
有 机 弱酸 、 弱 碱 与 其 








分 子 的 活性 ，pH 值 保 持 在 6 一 8 之 间 。 满 足 这 一 条 件 的 缓冲 体系 较 少 ， 
































基 ) 氨 基 1 








烧 (Tri 


成 沉淀 ， 并 在 很 多 代谢 体系 中 起 到 
有 较 强 反应 活性 ， 也 同样 对 很 多 代谢 体系 有 抑制 剂 作用 。 硼 酸 盐 体系 可 
上 里 氨 酰 甘氨酸 在 pH 二 8 时 组 六 











成 
作用 




















配合 物 影响 分 离 。 


由 Good 等 设计 看 





s-HC1)、 傅 












































子 强 度 等 特征 ， 

















力 弱 的 、 





具有 不 同 pH 值 的 组 


发 的 Goods 系列 组 ; 
可 在 pH=6.1 一 10.7 范围 内 应 用 于 4 


骏 盐 等 。 磷 酸 盐 缓冲 溶液 缓冲 容量 较 小 ， 











抑制 剂 的 作用 。 




















盐 组 成 。 为 保持 生物 
包括 伙 酸 盐 、 三 ( 产 甲 
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容易 与 高 价 阳离子 生 











Tris-HC1 体系 在 pPH<7.5 时 缓冲 容量 小 ， 


























通用 型 亲 和 配 基 与 溶质 之 间作 


























j 力 通常 不 强 ， 











溶液 包括 12 种 缓冲 溶液 ， 








与 众多 生物 有 机 物 生 
能 力 极 强 ， 但 pH=7.5 以 下 几乎 没有 缓冲 














具有 缓冲 能 力 强 、 低 离 






























































离子 强度 、 流 动 相 











溶液 即 可 使 配合 物 解 离 实现 济 
静电 吸引 力 、 氢 键 力 或 蓝 水 相互 作用 等 引起 的 非特 异 色 


E 物 学 和 生理 











YA 
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多 。 


大 多 数 情况 下 非 选择 性 流动 相 即 可 完成 不 
同 组 分 的 分 离 。 当 生物 分 子 与 配 基 形成 稳定 常数 较 小 的 配合 物 时 ， 等 度 条 件 下 ， 采 用 洗 脱 能 


























E 脱 外 。 当 除了 配 位 作用 ， 还 有 

















日 极 性 、 加 入 离 液 序列 试剂 等 消除 其 干扰 。] 











子 结构 ， 使 蛋 
质 分 子 结构 基础 




















质变 性 从 而 破坏 杀 和 作用 。 采 / 


上 实 现 快 速 洗 脱 。 






































专用 型 杀 和 本 





力 的 流动 相 进行 洗 脱 。 此 时 ， 通 常 在 流动 相 中 加 入 另 一 种 游离 配 基 以 取代 
E 脱 。 此 外 ， 还 可 以 通过 选择 性 断裂 




















标 化 合 物 结合 实现 六 


CL 基 与 目标 溶质 间 


























亲 和 作 





] 较 强 ， 需 要 采 









































E 相 互 作 用 存在 时 ， 可 通过 改变 pH 值 、 
其 中 离 液 序列 试剂 可 改变 生物 分 
j 低 浓度 离 液 序列 试剂 能 够 在 尽 可 能 保持 蛋白 


] 含 有 特定 组 分 、 















































有 超 强 洗 脱 能 
固定 相 上 的 配 基 与 














固定 相 基 质 与 配 基 之 间 的 化 学 键 的 





方法 实现 洗 脱 。 由 于 洗 脱 后 目标 分 子 仍 与 配 基 相 连 ， 需 采用 适当 方法 〈 如 改变 pH 值 或 加 入 











变性 剂 等 ) 将 其 游离 出 来 。 





三 、 方 法 发 展 
在 亲 和 色 谱 分 析 中 ， 分 
、 突 聚 和 多 聚 核 昔 酸 、 核 























弹 并 营 








杀 和 色谱 分 离 进行 前 ， 











化 学 组 成 都 应 使 配 基 与 溶质 2 


离 、 
糖 核酸 、 





黎 二 
结 二 章 ”局 








效 液 相 色 谱 分 离 模式 | ”83 | 








纯化 的 对 象 丝 为 氨基 酸 、 多 肽 、 和 蛋 





大 多 数 为 极 性 化 合 物 ， 不 少 还 
使 用 pH 值 接 近 于 中 性 的 稀 缓冲 溶液 ， 


需 先 对 
| 




















脱氧 核糖 核酸 以 及 酶 、 
《有 生物 活 怕 


质 、 核 碱 、 核 昔 、 核 音 


























用 酶 、 























固定 相 进 行 平衡 ， 平 衡 缓 

















以 在 比较 温和 的 洗 脱 条 件 - 
溶液 上 




















间 产 生 较 强 的 相互 作用 以 利于 





呆 留 。 























要 条 件 ， 杀 和 作 
分 子 间 相 互 作用 





] 强度 
达到 


























通 党 随 温 度 升 局 而 减 小 ? 
平衡 的 过 程 缓慢 ， 样 品 应 以 较 慢 订 



































可 利 ) 





不 同 








温度 是 杀 和 人 色谱 分 离 的 重 
的 温度 吸附 和 脱 附 。 配 基 与 生物 
bk 度 加 载 ， 流 动 相 流 速 也 不 应 过 快 。 对 





寡 糙 、 多 糖 等 生物 分 子 ， 
E。 因 此 ， 当 从 固定 相 上 将 它们 洗 脱 下 来 时 ， 








下 ， 保 持 其 生物 活性 。 


























亲和力 较 强 的 固定 相 ， 样 品 体积 的 影响 不 大 ， 杀 和 力 较 弱 时 ， 样 品 体积 不 宜 过 大 。 梯 度 洗 脱 




















时 ， 








可 采 


一 、 离 子 对 液 相 色谱 





酸 碱 性 较 强 的 物质 因 其 极 全 
形成 离子 对 后 ， 形 成 较为 稳定 的 
强 。 对 酸性 溶质 ， 多 用 季 铵 盐 做 离子 对 试剂 ， 而 对 碱 性 溶质 ， 多 
离子 对 液 相 色谱 使 用 的 色谱 柱 和 流动 相 与 反 相 色谱 
相似 ， 主 要 区 别 在 于 流动 相 离子 对 试剂 的 加 入 。 洗 脱 顺序 
与 离子 对 极 性 大 小 相反 ， 极 性 大 的 离子 对 保 
强 ， 与 反 相 保留 规律 一 致 。 

1 离子 对 的 束缚 强度 和 对 离子 的 浓度 
对 离子 芷 水 基 的 疏水 性 越 强 ， 保 留 越 强 。 当 流动 相 中 离子 对 试剂 浓度 增加 时 ， 柱 吸附 
容量 增加 ， 其 达到 饱和 时 吸附 容量 达到 最 大 。pH 也 是 影响 保留 




















的 离子 对 保留 
保留 的 强 弱 可 
由 。 
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第 七 市 











E 较 强 ， 在 反 相 加 
性 复合 物 《〈 图 


温度 梯度 、pH 梯度 或 离子 强度 梯度 。 


其 他 分 离 模式 


定 相 上 保留 


























较 弱 ， 妆 样品 与 离子 对 试剂 缔 合 



































留 弱 ， 极 性 小 

















强 弱 








浓度 达到 最 大 时 ， 保 留 值 最 大 。 缓 








: 剂 〈 或 盐 ) 的 浓度 增加 会 降低 形成 离子 对 的 样品 保留 ， 














一 般 不 采 














] 改 变 离子 强度 的 方法 调节 分 离 选 择 性 。 





3-15)， 其 在 反 相 固定 相 


EF 的 保留 被 大 大 增 











] 烷 基 磺 (人 硫 〉 酸 起。 


离子 对 的 形成 


的 重要 因素 ， 当 溶质 离子 











离子 对 色谱 流动 相 中 短 链 离子 对 试剂 的 浓度 为 0.01moVL，Cio 以 上 烷 基 链 离 子 对 试剂 浓 














度 为 0.005mol/L。 常 用 水 - 





1 醇 或 水 - 乙 且 体 系 。 由 于 乙 且 对 很 多 离子 对 试剂 的 溶解 性 较 差 ， 








限制 了 其 应 用 。 在 离子 对 试剂 存在 条 件 下 ， 桂 

不 推荐 采用 梯度 洗 脱 。 当 采 ) 

状 和 蛋白质 梯 度 分 离 的 添加 剂 。 

烷 基 磺 酸 盐 和 四 烷 基 铵 盐 都 可 在 21 
其 








因 上 出 
较 快 ， 














常用 于 











质子 化 碱 也 阳离子 的 保 
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易 受 其 他 因素 的 影响 。 
二 、 离 子 色 谱 


离子 色谱 (ion chromatography，IC) 方法 























平衡 过 程 缓慢 ， 容 易 造成 重 现 性 差 、 基 线 不 稳 ， 
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子 离子 对 试剂 如 三 4 

















Onm 进行 紫外 检测 。 











， 烷 基 硫 














显然 ， 离 子 对 色谱 作为 改善 反 相 色谱 分 














留 。 





自 对 样品 的 保 

















亏 乙 酸 、 i 


分 离 碱 性 化 合 物 常 
轰 盐 和 高 氧 酸 盐 也 可 用 于 分 离 碱 性 化 合 物 。 
于 酸性 样品 ， 增 加 解 离 的 酸 和 其 他 阴离子 的 保留 


同时 使 用 ， 否 则 其 互相 结合 容易 抵消 各 


胺 等 时 ， 柱 平衡 速度 

















人 磺 酸 盐 增 加 
四 烷 基 狠 




















值 。 通 常 ， 电 荷 相反 的 离子 对 试剂 不 能 





离 的 补充 方法 ， 其 方法 建立 和 使 用 较为 复杂 ， 且 


8 现 于 20 世纪 70 年 代 中 期 ， 目 前 已 形成 一 个 
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| 2 | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色谱 分 析 








独立 的 色谱 分 文 ， 主 要 用 于 无 机 和 有 机 离子 的 分 离 分 析 。 

常见 的 离子 色谱 一 般 有 单 柱 系统 和 双 柱 系统 之 分 。 早 期 的 抑制 系统 常 使 用 一 根 具 有 相反 
离子 交换 作用 的 高 交换 容量 的 填充 柱 ， 后 来 逐渐 发 展 成 可 以 自动 再 生 的 纤维 抑制 柱 和 薄膜 抑 
制 柱 。 
单 柱 IC 方法 所 使 用 的 柱 填料 一 般 都 是 低 交 换 容量 的 多 孔 性 离子 交换 剂 ， 早 期 的 单 柱 离 
子 色 谱 填 料 用 多 孔 树 脂 XAD 经 浅 度 离子 化 制 得 ， 目 前 较为 广泛 应 用 的 填料 如 TSK gel- 
IC-Anion-PW 和 TSK gel-IC-Cation-PW, 其 交换 容量 分 别 为 (30+3 )hmolml 和 (12+3 )hmolml。 

在 双 柱 IC 方法 中 所 使 用 的 填料 ， 如 Dionex 的 AS 系列 (阴离子 分 析 柱 ) 和 CS 系列 ( 阳 
离子 分 析 柱 )， 输 为 以 交 联 聚 茶 乙烯 为 基质 的 具有 注 这 结构 的 离子 交换 剂 。 


三 、 亲 水 作用 色谱 


亲 水 作用 色谱 (HILIC〉 是 具有 不 同 酸 碱 特性 及 可 电离 化 合 物 分 离 的 有 效 手 段 。 采 用 
水 流动 相 进 行 的 杀 水 作用 色谱 虽然 流动 相 组 成 与 反 相 色谱 类 似 ， 但 因 其 流动 相 极 性 小 于 固 
相 极 性 ， 本 质 上 属于 正 相 色谱 ， 其 与 其 他 分 离 模式 的 关系 如 图 3-16 所 示 。 
HILIC 的 保留 机 理 复杂 ， 一 般 认为 分 配 机 理 、 
A 离子 交换 、 偶 极 - 偶 极 相互 作用 同时 作用 。 水 相 多 时 
人 2 | RP 机 理 占 主要 作用 ,样品 的 保留 随 着 有 机 相 的 增加 
: | 而 减 小 , 直到 最 小 值 ; 当 进 一 步 增 加 有 机 相 含量 时 ， 
保留 反而 增加 ， 此 时 ， 极 性 相互 作用 在 高 有 机 相 条 
件 下 起 主要 作用 。 
近年 来 , 杀 水 作用 色谱 受到 了 越 来 越 多 的 关注 ， 
一 方面 是 强 极 性 化 合 物 的 分 离 是 药物 分 析 、 代 谢 组 
学 、 和 蛋白 质 组 学 等 研究 热点 领域 发 展 的 需要 ， 另 一 
方面 也 是 其 自身 具有 特殊 优势 。 除 了 对 强 极 性 
化 合 物 和 亲 水 化 合 物 有 良好 的 保留 和 分 离 选 择 性 ， 
亲 水 相互 作用 色谱 还 具有 采用 的 流动 相 体系 简单 、 
易于 操作 、 可 以 方便 地 与 质谱 偶 联 等 优势 。 
新 型 亲 水 作用 色谱 固定 相 的 开发 , 一 定 程度 上 解决 了 传统 正 相 色谱 固定 相应 用 于 杀 水 作用 色 
谱 带 来 的 问题 。 栈 胺 类 固定 相 具 有 和 良好 的 亲 水 性 和 稳定 性 ， 且 具有 电 中 性 特征 ， 弥 补 了 氮 基 柱 的 
缺陷 。 多 元 本 烃基 固定 相 具有 良好 的 极 性 和 亲 水 性 ， 不 发 生 电 离 ， 反 应 活性 也 较 低 ， 稳 定性 好 ， 
是 理想 的 杂 水 色谱 固定 相 。 与 二 醇 基 固定 相 相 比 , 多 元 醇 羟 基 丰 富 的 表面 醇 羟基 和 特异 的 空 i 
型 增强 了 其 对 强 极 性 化 合 物 的 保留 和 分 离 选 择 性 。 两 性 离子 固定 相 表面 同时 具有 正 、 负 电荷 ， 
总 体 的 表面 电荷 效应 较 小 具有 良好 的 亲 水 性 , 已 在 多 肽 和 蛋白质 灯 水 色谱 模式 分 
巨大 的 潜力 。 
琉 水 作用 色谱 


玖 水 作用 色谱 (hydrophobic interaction chromatography，HIC) 是 为 了 适应 活性 生物 大 分 
子 特别 是 和 蛋白质 的 分 离 而 发 展 起 来 的 一 种 液 相 色 谱 方 法 。 分 离 机 理 与 反 相 色谱 的 强 疏 水 性 作 
类 似 ， 但 是 其 分 离 机 制 更 多 地 依赖 于 溶质 与 填料 表面 之 间 弱 的 疏水 性 相互 作用 。HIC 柱 填 
料 的 表面 具有 能 下 水 性 特征 ， 在 高 离子 强度 流动 相 条 件 下 ， 和 蛋白 质 分 子 中 的 玻 水 性 部 分 与 填 
料 表 面 产生 下 水 性 相互 作用 而 被 吸附 ， 当 流动 相 的 离子 强度 逐渐 降低 时 ， 和 蛋白 样品 则 按 其 玻 
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HILIC 与 其 他 分 离 模式 的 关系 
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水 性 特征 被 依次 洗 脱 ， 玻 水 性 越 强 ， 洗 脱 的 时 间 越 长 ， 进 而 实现 分 离 。 与 反 相 色谱 比较 ，HIC 
方法 避免 了 流动 相 中 使 用 大 量 有 机 溶剂 ， 能 有 效 地 保持 被 分 离 物 质 的 生物 活性 ， 因 此 在 生化 
样品 的 分 离 纯化 方面 被 广泛 采用 。 
玻 水 色谱 固定 相 由 基质 和 修饰 在 基质 上 的 配 基 构 成 1。 琼 脂 糖 凝 胶 、 葡 聚 糖 和 高 分 子 聚 
合 物 表面 有 羟基 ， 可 以 被 有 机 基 团 取代 制备 玖 水 色谱 固定 相 ， 其 优点 是 pH 值 范 围 较 广 ， 但 
机 械 强 度 差 。 硅 胶 基 质 借助 形成 二 Si 一 0 一 Si 一 C 键 或 =$Si 一 C 键 才 稳 定 ， 只 能 在 pH=2 一 8 时 
生 用 ， 但 能 承受 的 压力 较 大 ; 也 可 在 硅胶 表面 包 于 一 层 高 分 子 材料 作为 HIC 固定 相 ， 显 示 出 
良好 的 性 能 。 玻 水 色谱 中 的 配 基 多 为 含 N 或 0 的 中 等 朴 水 的 有 机 基 团 ， 如 亚 甲 基 、 葵 基 、 甲 
基 等 。 

流动 相 盐 浓度 较 高 时 ， 蛋 白质 与 固定 相间 玻 水 相互 作用 力 强 ， 随 着 盐 浓度 降低 ， 洗 脱 强 
度 增 大 ， 蛋 白质 按照 玖 水 性 从 小 到 达 的 顺序 依次 洗 脱 。HIC 的 流动 相 是 高 离子 强度 的 盐水 溶 
液 ， 影 响 洗 脱 的 因素 包括 : 盐 的 种 类 、 离 子 强 度 、pH 和 柱 温 。 

不 同 种 类 盐 的 洗 脱 能 力 强 弱 为 : 
KSCN> CaCl,> NHsC1> NaCl> NasSOs 

为 了 保持 分 离 后 蛋白 质 的 活性 ，HIC 中 通常 采用 (CNH)SO4、NH4OAc、 磷 酸 盐 和 和 氧化 钠 
等 盐水 溶液 为 流动 相 ， 梯 度 洗 脱 进行 分 离 。 强 酸 、 强 碱 可 能 引起 蛋白 质变 性 ， 因 此 流动 相 pH 
必须 在 蛋白 质 不 失 活 范围 内 。 在 玖 水 色谱 中 ， 蛋 白质 的 保留 对 温度 比较 敏感 ， 柱 温 升 高 ， 疏 
水 作用 增强 , 保留 值 增 加 ， 可 利用 温度 变化 研究 蛋白 质 构 象 。 在 流动 相 中 添加 乙 二 醇 、 尿 素 、 
蔗糖 等 物质 可 降低 流动 相 极 性 ， 减 弱 和 蛋白 质 的 保留 。 此 外 ， 表 面 活 性 剂 和 甲醇 也 可 改变 和 蛋 
质 的 选择 性 ， 但 需 注意 是 否 会 造成 蛋白 质 失 活 。 
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高 效 液 相 1 
柱 、 检 测 器 和 








色谱 仪 是 实现 


高 效 液 相 1 
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系统 控制 与 数据 处 型 

















当 动 进 样 等 组 











牛 ， 以 及 相应 


第 一 放 
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一 、 和 输液 系统 的 构成 及 要 求 


输液 系统 包括 储 液 装置 及 吸 液 
色谱 柱 


输 





相 携带 样品 在 1 
液 相 色谱 



































P 实 3 
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下 要求: 


色谱 分 


























|。 


析 的 基本 设备 ， 了 
系统 等 单元 组 成 ， 此 外 也 包括 
接管 路 、 接 头等 。 


高 效 液 相 色谱 输液 系统 























甫 助 的 如 


高 效 液 相 色 请 仪器 系统 











E 线 脱 气 、 柱 














日 件 、 流 动 相 脱 气 装置 和 输液 么 ， 其 主 好 
岗 分 离 ， 并 送 达 检 测 器 完成 检 六 
液 系统 应 该 满足 以 1 
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为 驱动 流动 








@ 耐 高 压 ， 传 统 HPLC 泵 的 最 高 工作 压力 一 般 为 6000psi 左右 ; 对 填料 粒 径 3 一 Shum， 









































































































































































































































































































































色谱 柱 内 径 3 一 Smm 的 情况 ， 可 以 保证 流动 相 流 速 在 1 一 3mlmin 的 范围 ， 对 小 于 2um 的 小 
粒 径 色谱 填料 ， 输 液 系统 的 工作 压力 可 达 10000psi 以 上 ; 

@ 流量 重复 性 好 ， 输 液 平 稳 ， 脉 动 小 ， 流 量 范 围 宽 ， 流 量 准 确 度 高 ; 

@) 溶剂 置换 容易 ， 系 统 死 体积 小 ; 

则 具有 压力 检测 与 保护 功能 ; 

@ 拥有 时 间 流 速 程序 控制 和 梯度 功能 ; 

@ 满足 GXP 等 法 规 的 仪器 维护 记录 验证 的 基本 要 求 ; 

@ 联 用 功能 与 系统 的 可 扩展 性 ; 

耐用 ， 维 护 方便 ; 

@ 惰性 接触 液体 表面 材料 ， 适 用 于 生物 活性 样品 。 

对 液 相 色 谱 输 液 系统 的 综合 评价 涉及 许多 方面 ， 包 括 基本 功能 、 基 本 参数 、 耐 用 性 、 使 
用 方便 性 、 组 合 和 扩展 性 等 ， 通 常 可 以 用 流量 的 准确 度 、 流 量 的 稳定 性 、 压 力 的 准确 性 、 压 
力 脉 动 、 系 统 密封 性 、 梯 度 重 复 性 和 准确 性 等 几 个 基本 指标 来 衡量 其 性 能 。 


二 、 储 液 装置 及 吸 液 组 件 
储 液 装置 用 于 储存 符合 HPLC 要 求 的 流动 相 ， 一 般 应 满足 如 下 要 求 。 
备 柱 的 系统 可 以 适当 缩小 或 





GD 足够 的 容积 : 通常 为 S00 一 2000ml， 采 
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用 微 柱 或 1 
























































] 以 玻璃 、 不 锈 外 
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四 或 聚 四 气 乙 烯 为 衬 是 


























加 大 。 

@ 与 流动 相 不 发 生化 学 反应 : 一 般 采 
最 常用 的 为 透明 高 硼酸 硅 玻璃 瓶 ， 也 有 适用 了 
的 耐 压 溶剂 瓶 。 

@) 与 其 他 部 件 连接 方便 。 
































『 需 要 避 光 流动 相 
































有 的 容器 ; 




















的 标 








色 瓶 、 需 要 加 压 流 动 相 
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吸 液 组 件 包 括 将 流动 相 与 输液 和 泵 连接 的 管 路 和 过 滤 流 动 相 的 溶剂 过 滤 头 。 
用 于 连接 的 管 路 ， 一 般 为 外 径 (1/8)" FEP《〈 特 氟 龙 ) 管 ， 该 材质 具有 良好 的 耐酸 碱 及 耐 腐 





















































蚀 性 




















溶剂 过 滤 头 采用 多 和 孔 的 烧结 不 锈 钢 材料 制作 ， 可 以 耐 受 大 多 数 流 动 相 条 件 。 其 2 一 40hm 
的 微 孔 可 以 有 效 滤 除 流动 相 中 的 颗粒 物 。 

三 、 流 动 相 脱 气 装置 

流动 相 进 入 高 压 输 液 泵 前 必须 脱 气 ， 否 则 流动 相通 过 色谱 柱 时 其 中 的 气泡 受到 压力 而 压 
缩 ， 流 出 色谱 柱 到 检测 器 时 ， 因 常 压 而 将 气泡 释放 出 来 ， 造 成 基线 不 稳 ， 检 测 器 噪声 增 大 ， 
仪器 不 能 正常 工作 ， 在 梯度 淋 洗 时 这 种 情况 尤为 突出 。 

流动 相 脱 气 方式 可 分 为 离线 脱 气 和 在 线 脱 气 两 种 形式 ， 现 在 很 多 商品 化 仪器 都 配备 在 线 
脱 气 装置 ， 能 够 很 好 地 去 除 大 部 分 气泡 。 第 用 的 离线 脱 气 方法 有 三 种 : 低压 脱 气 法 、 吹 气 脱 
气 法 和 超声 波 脱 气 法 。 

1. 低压 脱 气 法 
将 配 好 的 流动 相 置 于 容器 中 ， 电 磁 搅 拌 、 水 泵 抽 真 空 ， 可 同时 加 温 或 向 溶剂 中 吹 氮 。 由 
于 抽 真 空 或 加 热 过 程 中 可 能 导致 流动 相 中 低 沸 点 溶剂 的 挥发 ， 进 而 影响 其 组 成 ， 因 此 不 适 于 
二 元 以 上 溶剂 组 成 的 流动 相 脱 气 。 

2. 吹 气 脱 气 法 

向 溶剂 中 吹 入 氨 气 等 小 分 子 惰性 气体 ， 以 使 溶解 在 流动 相 中 的 其 他 气体 脱出 。 

3. 超声 波 脱 气 法 

将 溶剂 瓶 置 于 超声 波 清洗 槽 中， 以 水 为 介质 超声 胶 气 ，500m1l 溶液 超声 10 一 15Smin 方 可 
达到 脱 气 效果 。 该 方法 简单 方便 ， 不 影响 溶剂 组 成 ， 适 用 于 各 种 溶剂 。 使 用 时 应 避免 溶剂 瓶 
与 超声 波 清 洗 槽 底 或 壁 接触 ， 造 成 溶剂 瓶 破裂 。 


四 、 输 液 泵 


1. 输液 泵 的 分 类 

按照 液体 输出 的 形式 ， 输 液 泵 可 分 为 恒 压 和 泵 和 恒 流 泵 两 大 类 。 

恒 压 泵 输出 稳定 的 压力 。 当 系统 阻力 不 变 时 ， 和 恒 压 亦 可 达到 恒 流 的 效果 。 如 果 系 统 阻 力 
变化 ， 输 入 压力 虽然 不 变 ， 流 量 却 可 随 阻 力 而 变化 。 

恒 流 泵 可 以 在 不 同 的 系统 压力 下 输出 恒定 流量 的 液体 。 尤 其 是 当 使 用 梯度 洗 脱 流动 相 
时 ， 随 着 流动 相 比 例 的 变化 ， 系 统 压力 随 之 改变 ， 恒 流 泵 同样 可 以 输出 恒定 流量 的 液体 。 
在 泵 和 系统 所 允许 的 最 大 压力 下 操作 时 ， 恒 压 泵 较 方便 有 旦 安全 ， 因 此 有 些 恒 流 泵 亦 带 有 
压 输液 的 功能 ， 以 满足 多 种 需要 。 

2. 对 液 相 色谱 输液 泵 的 要 求 

高 效 液 相 色谱 柱 填料 颗粒 较 小 ， 色 谱 柱 的 背 压 较 大 。 为 了 使 输液 泵 可 提供 流量 稳定 、 
现 性 好 的 流动 相 ， 对 输液 汞 有 以 下 要 求 。 

@ 流量 稳定 : 输出 的 流动 相 基 本 无 脉冲 ， 流 量 重 复 性 RSD 值 优 于 0.3%， 目 前 主流 生产 
厂家 均 能 达到 0.1%。 

@ 输出 压力 高 ， 密 封 性 能 好 : 最 高 输出 压力 可 达 40 一 60MPa; 超 高 压 液 相 色谱 耐 压 其 
至 需 超 过 100MPa。 

@) 流量 范围 
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连续 可 调 : 分 析 型 ,0.100 一 10.000mlmin; 半 制 备 型 ，10 一 100mlmin; 




















卉 





改 | 小 








| ss | 分 析 化 学 手册 (6 液 相 色谱 分 析 








制备 型 ，100 一 1000mlmin; 工业 制备 型 ， 大 于 1000mlmin。 随 着 微 纳 技术 的 发 展 ， 目 前 
有 微 纳 输液 泵 的 最 小 流量 可 以 低 至 纳 升 级 。 

由 泵 死 体 积 小 ， 有 利于 洗 脱 液 的 更 换 。 

@ 耐 腐蚀 性 好 : 在 分 析 生 物 样 品 、 极 性 样品 时 流动 相 常 用 腐蚀 性 较 大 的 缓冲 液 ， 泵 材 
质 的 耐 腐蚀 性 要 求 很 高 。 通 常 采用 不 锈 钢 材质 ， 对 生物 样品 的 分 离 也 常 采用 PEEK 材质 。 为 
了 减缓 柱 塞 磨损 ， 许 多 厂商 的 柱 塞 泵 都 附 有 清洗 装置 ， 可 自动 冲洗 。 

@ 具有 梯度 洗 脱 功能 。 

3. 输液 泵 原理 及 特点 

液 相 色 谱 用 高 压 输液 泵 可 分 为 液压 隔膜 泵 、 和 气动 放大 和 泵 、 螺 旋 注 射 肝 和 往复 柱 塞 泵 四 种 ， 
其 中 液压 隔膜 汞 和 气动 放大 泵 为 恒 压 泵 ， 螺 旋 注 射 有 和 往复 柱 塞 泵 为 恒 流 和 泵 。 高 压 输液 泵 的 
特点 见 表 4-1。 
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高 压 输液 泵 的 特点 
泵 类 型 优 点 缺 点 
液压 隔膜 票 ”| 。 高 压 密封 易于 解决 ， 多 用 于 计量 对 吸 液 和 排 液 切 换 时 压力 波动 较 大 
流量 调节 不 便 ， 随 着 流 路 4 变化 ， 流 量 亦 
气动 放大 友 ”| 。 输液 时 压力 稳定 ， 多 用 于 装 柱 系统 人 
ee ee 单 包 结构 间 肠 式 供 液 ， 双 全 结构 可 连续 供 液 ; 
螺旋 注射 守 。 | ”流量 稳定 ， 属 恒 流 友 人 
液 年 容积 人 恒定， 通过 改变 柱 塞 往复 频率 实现 ee a 
往复 柱 塞 泰 I 通过 改变 柱 塞 往 复 频 率 实现 输出 的 流动 相 有 明显 脉动 








4. 液压 隔膜 泵 

液压 隔膜 泵 的 结构 如 图 4-1 所 示 。 传 动机 构 带 动 柱 塞 在 液压 腔 内 往复 运动 ， 使 液压 油 的 
压力 产生 变化 ， 并 带动 液压 隔膜 位 移 。 隔 膜 的 运动 带动 单 向 阀 吸 液 和 排出 ， 输 送 流动 相 进 入 
色谱 系统 。 

5. 气动 放大 泵 

气动 放大 泵 根据 压力 传递 的 原理 设计 ， 其 结构 如 图 4-2 所 示 。 活 塞 有 大 小 两 个 截面 ， 高 
压气 体 推动 大 的 截面 4 运动 ， 小 的 截面 A; 随 之 推动 液体 溶剂 运动 ， 产 生 输 液 的 效果 。 截 面 
两 端 压力 相等 ， 输 出 的 压强 与 截面 积 成 反比 。 因 此 ， 只 要 两 截面 的 面积 比值 足够 大 ， 即 可 得 






























































































































































































































































于 
到 很 高 压力 的 液体 输出 。 


至 锯 谱 枉 





商 帆 后 体 SSNS 





222Z27Z2ZZ227Z27] 


流动 村 | 人 口 

液压 隔膜 泵 泵 头 示 意 气动 放大 泵 示意 

6. 螺旋 注射 泵 

螺旋 注射 泵 的 原理 见 图 4-3。 电 机 通过 丝 杠 带动 活塞 运行 ， 达 到 输送 液体 的 效果 。 调 整 
电机 速度 可 以 达到 调节 液体 输出 速度 的 目的 。 


深 剂 入 11 



































7. 


往复 柱 塞 泵 是 目前 HPLC 系统 
种 高 压 输液 泵 ， 表 4-2 中 给 出 了 主要 商品 化 输液 泵 





往复 柱 塞 泵 





的 性 能 比较 。 





式 和 串联 式 ) 和 三 柱 塞 泵 等 不 
小 ， 多 在 100hl 以 下 。 工 作 时 
柱 塞 往 复 运 动 频率 高 ， 因 此 对 密封 环 耐 磨 诉 
殊 的 聚 四 所 乙烯 制 成 ， 单 向 阀 球 、 有 
脉动 ， 流 量 更 平稳 ， 



















































































杆 往 凸 轮 方向 运行 ， 出 1 


单 相 


FE 塞 泵 的 结构 如 





运行 ， 入 I 

















凶 向 阅 关 闭 


























P 最 多 和 采 ) 
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电机 变速 齿 软 本 


往复 柱 塞 泵 包括 单 柱 寒 、 双 柱 寨 (又 分 为 并 联 
司 类 型 。 泵 腔 一 般 很 














E、 单 向 阀 的 刚性 和 精度 要 求 很 高 。 











E 和 柱 塞 杆 则 ) 
但 构造 也 相应 复杂 ， 故 障 率 增加 。 























， 流 动 相 自 出 | 





























图 4-4 所 示 。 柱 塞 运行 分 为 吸 液 和 排 液 两 个 阶段 。 在 吸 液 阶 段 ， 柱 塞 
1 向 立 关 闭 ， 流 动 相 从 入 口 单 向 阀 吸 入 ; 排 液 阶段 ， 柱 塞 杆 反 方向 























转向 阀 压 入 到 1 





凸轮 








柱 塞 杆 


至 色谱 柱 


色谱 系统 。 


流动 人 人 中 
螺旋 注射 泵 示意 


机 带动 凸轮 转动 ， 并 带动 柱 塞 杆 在 液 氏 内 作 往复 运 动 。 由 于 




















密封 环 常 | 





] 特 








] 人造 红宝石 材料 制作 。 增 加 柱 塞 数 可 减 小 











流动 相 人 口 
单 柱 塞 泵 柱 结构 示意 


由 于 在 吸 液 阶 段 输液 泵 没有 液体 输出 ， 流 动 相 流 量 的 脉动 不 能 满足 色谱 分 析 的 要 求 ， 仪 


器 无 法 正常 工作 ， 因 此 在 实际 应 / 














液 特征 如 


串联 式 双 柱 塞 泵 的 结构 如 图 4-6 所 示 。 液 体 从 主 泵 头 的 入 
， 上 再 由 副 泵 头 的 出 


路 进入 副 


流量 :(inlinin) 





图 4-5 所 示 。 














泵 头 入 口 


















































zi EE. 
J 污 毕 

















叶 冲 sin 
单 柱 塞 泵 排 液 特征 


输液 过 程 可 以 分 为 两 个 


单 向 阀 关 闭 ; 与 此 同时 ， 











] 中 多 采用 双 头 泵 和 加 脉动 阻尼 器 以 降低 脉动 。 单 柱 塞 泵 排 

















进入 主 泵 腔 ， 并 由 其 出 口 流 





进入 色谱 系统 。 


由 口 单 向 阔 。 入口 单 向 内 
| 
KE 





至 色谱 柱 


副 东 头 ， 








流动 相 入 口 








串联 式 双 柱 塞 泵 结构 
阶段 ， 第 一 个 阶段 ， 主 泵 头 处 于 吸 液 状 态 ， 
副 泵 头 处 于 排 液 状态 ， 第 二 个 阶段 ， 主 和 泵 头 处 于 排 液 状态 ， 入 口 





入 口 单 向 阀 打 开 ， 出 
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单 向 阀 关 闭 ， 出 口 单 向 阀 打 开 ， 排 出 的 液体 一 部 
分 直接 进入 色谱 系统 ， 一 部 分 蔓 积 到 副 泵 头 泵 腔 


主 条 头 恰 出 流 其 











， 此 阶段 副 泵 头 处 于 吸 液 状态 。 两 个 泵 头 始终 
-一 一 -一 一 -一 如 笨 放流 最 有 个 处 于 排 液 状态 ， 减 小 了 输液 的 脉动 。 排 液 
特征 见 图 4-7。 
~ 并 联 式 双 柱 塞 泵 的 结构 如 图 4-8 所 示 。 采 
时 imin ”用 两 相差 180” 的 凸轮 分 别 推动 两 个 柱 塞 , 泵 头 
1 吸入 流动 相 时 ， 泵 头 2 输出 流动 相 到 色谱 柱 ; 
反之 ， 泵 头 1 输出 流动 相 到 色谱 柱 时 ， 泵 头 2 
串联 双 柱 塞 排 液 特征 吸入 流动 相 ， 两 个 泵 头 流量 互补 。 其 输液 特征 
(流量 值 为 负 值 时 表明 处 于 吸 液 状态 ) 
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流量 /mlmnaim 






















































































见 图 4-9。 
出 口 单 向 阀 1 出 口 单 向 间 2 
信 吕 单身 凡 。 \、 | /| 入口 单 向 六 2 
流动 相 入 口 ] 流动 相 入 口 2 
条 头 1 输出 流 其 
三 一 -一 条 头 2 输出 流 基 
二 ] - 系 输 由 流明 
\ 总 
| 入 中 | 1 | Eg 
泵 头 1| 泵 头 2 -> ' 1 上 时 站 mmin 
! | 
并 联 式 双 柱 塞 泵 结构 并 联 式 双 柱 塞 泵 排 液 特征 


¥ 


并 联 双 柱 塞 泵 与 串联 双 柱 塞 泵 的 区 别 在 于 后 者 较 前 者 少 用 两 组 单 向 阅 。 由 于 单 向 闪 的 沾 
污 往往 是 泵 恒 流 输液 性 能 下 降 的 主要 原因 ， 因 此 一 台 友 所 用 的 单 向 阔 越 少 ， 发 生 故 障 的 机 会 
也 越 少 。 串 联系 仅 有 主 友 头 从 溶剂 瓶 中 吸 液 ， 副 泵 头 从 主 泵 关中 吸 液 ， 所 以 同样 行程 的 串联 
泵 与 并 联 么 相 比 ， 流 量 为 并 联系 的 一 半 。 
8， 新 型 输液 泵 
随 着 液 相 色 谱 技 术 的 发 展 ， 对 输液 压力 、 流 量 稳定 性 的 要 求 越 来 越 高 。 基 于 不 同 机 理 的 
新 型 输液 泵 被 研发 成 功 ， 尤 其 是 适用 于 微 柱 液 相 色谱 的 微 纳 输液 汞 。 尽 管 这 些 概念 泵 尚 不 能 
达到 实用 的 要 求 ， 但 也 为 仪器 厂商 的 新 型 仪器 开发 提供 了 一 些 全 新 的 思路 。 

磁 致 伸缩 泵 中 是 一 种 能 够 提供 纳 升 微 流量 的 色谱 泵 ， 其 结构 如 图 4-10 所 示 。 主 要 由 进 、 
出 口 单 向 阅 ， 隔 膜 ， 磁 致 伸缩 体 和 外 加 磁场 装置 构成 。 道 过 外 加 磁场 的 变化 改变 磁 致 介 缩 
的 尺寸 。 当 外 加 磁场 增 大 时 ， 磁 致 伸缩 体 机 械 尺 寸 变 大 ， 推 动 隔膜 向 前 运动 ， 流 动 相 从 出 口 
单 向 阀 流出， 当 外 加 磁场 减 小 时 ， 磁 至 伸缩 体 机 械 尺寸 变 小 ， 隔 膜 受 弹 得 的 推力 ， 做 回程 运 
动 ， 完 成 吸 液 。 如 此 反复 ， 完 成 吸 排 液 过 程 。 

热膨胀 桶 2 是 一 种 通过 热膨胀 原理 实现 微 流量 液体 输出 的 色谱 泵 ， 其 结构 如 图 4-11 所 
示 。 控 制 器 作为 输液 泵 的 控制 中 心 ， 接 收 温度 传感器 反馈 的 信息 ， 并 控制 加 热 装 置 升 温 、 降 
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温 及 四 通 阀 的 切换 。 当 温度 处 于 下 降 阶 段 ， 四 通 阀 的 51 和 52 相连 ， 泵 处 于 补充 溶剂 状态 ; 
当 温 度 处 于 上 升 阶段 ， 四 通 阀 的 51 和 53 相连 ， 液 体 膨胀 ， 输 出 微 流 量 溶剂 至 色谱 系统 。 
际 应 用 中 ， 可 并 联 两 套 热膨胀 条 至 四 通 阀 的 S4， 并 加 入 压力 传感器 ， 可 以 满足 连 纪 oe 


液 要 求 。 
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和 机 
如 区 可 磁 致 伸缩 泵 示意 图 如 区 站 国 热膨胀 宋 示 意图 

1 一 进口 单 向 阀 ，2 一 弹簧 ;，3 一 温度 测控 装置 ，4 一 隔膜 ; 1 一 控制 器 ，2 一 温度 传感器 ，3 一 加 热 装置 ; 

5 一 出 口 单 向 阀 ; 6 一 泵 头 连接 螺栓 ，7 一 泵 头 壳 体 ; 4 一 储 液 线圈 ; 5 一 两 位 四 通 阀 ，6 一 储 液 瓶 














8 一 凸 起 ，9 一 外 加 磁场 装置 ，10 一 磁 致 伸缩 体 


























相 变 恒 流 泵 外 由 泵 腔 、 加 热 制 冷 、 压 力 传 感 、 电 路 控制 四 大 模块 组 成 ， 其 结构 如 图 4-12 
所 示 。 利 用 蔓 能 材料 发 生 相 变 时 体积 膨胀 的 原理 ， 实 现 微 流量 液体 的 输出 。 

泵 腔 模块 里 储存 有 相 变 材料 和 色谱 系统 所 使 用 的 流动 相 。 通 过 控制 模块 ， 设 定 所 需 的 流 
量 。 电 路 控制 模块 将 指令 传递 给 加 热 制冷 模块 ， 通 过 对 泵 腔 传递 热量 ， 泵 腔 中 的 材料 发 生 相 
变 ， 产 生体 积 变化 ， 并 推动 活塞 输出 高 压 、 微 流量 的 流动 相 。 实 时 通过 压力 传 感 模块 反馈 系 
统 压 力 ， 对 相 变 过 程 进 行 调 整 ， 稳 定 推动 微量 流动 相 进 入 色谱 柱 。 












































































































































区区 本 了 阅 相 变 恒 流 泵 结构 示意 图 
1 一 泵 腔 ;，2 一 加 热 制冷 模块 ，3 一 压力 传 感 模块 ，4 一 电路 控制 模块 ，5 一 液 相 色谱 仪 











二 节 ”梯度 洗 脱 系统 


梯度 洗 脱 是 采用 两 种 (或 多 种 ) 不 同 极 性 的 溶剂 ， 在 分 离 过 程 中 按 一 定 程序 连续 改变 流 
动 相 的 浓度 配 比 和 极 性 的 一 种 洗 脱 模式 ,色谱 分 离 要 求 在 尽量 短 的 时 间 内 获得 足够 的 分 辨 率 。 
梯度 洗 脱 的 目的 : 
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QD 分 离 保留 值 范围 较 宽 的 复杂 混合 物 ， 随 保留 值 增 大 ， 谱 带 变 宽 ， 峰 检测 发 生 困 难 ; 
甚至 保留 值 太 大 ， 难 于 洗 脱 ， 采 用 梯度 洗 脱 可 以 解决 这 类 问题 

@ 通过 流动 相 极 性 的 变化 来 调整 被 分 离 样品 的 选择 因子 和 保留 时 间 ， 以 使 柱 系 统 具 有 
最 好 的 选择 性 和 最 大 的 峰 容 量 。 

梯度 洗 脱 技术 能 够 提高 分 离 度 ， 缩短 分 析 时 间 ， 降 低 最 小 检测 量 并 提高 分 析 精 度 。 对 
复杂 混合 物 ,特别 是 保留 性 能 相差 较 大 的 混合 物 的 分 离 , 梯度 洗 脱 是 一 种 极为 重要 的 手段 。 
梯度 洗 脱 装置 可 以 分 为 高 压 梯 度 和 低压 梯度 两 种 模式 。 表 4-3 比较 了 各 种 梯度 洗 脱 系统 的 
特征 。 


















































































































































不 同 梯度 洗 脱 系统 的 比较 
















































































特 性 二 元 高 压 梯度 二 元 低压 梯度 多 元 低压 梯度 
洗 脱 范围 较 广 较 广 广 
梯度 的 重 现 性 好 较 好 较 好 
成 本 较 高 低 低 
改变 流动 相 容易 容易 较 容易 
力学 性 能 较 简 单 、 较 可 靠 简单 、 可 靠 较 简 单 、 较 可 靠 
动 化 难 易 程度 容易 容易 较 容 易 
对 溶解 气体 敏感 性 较 敏 感 敏感 敏感 
梯度 准确 性 准确 较 准确 较 准 确 
不 同 溶 剂 混合 能 较 强 较 强 强 
一 、 高 压 梯度 装置 
高 压 梯 度 又 称 内 梯度 ， 采 用 多 个 高 压 泵 将 不 同 的 流动 相 增 压 后 送 入 梯度 混合 室 混 合 后 再 


















































Re 流动 相 中 有 几 种 变化 组 分 即 称 为 几 元 梯度 。 如 二 元 梯度 
洗 脱 需 两 台 高 压 输 液 泵 ;而 三 元 梯度 洗 脱 需 三 台 高 压 输液 和 泵 。 每 一 台 高 压 输 液 和 泵 输出 量 由 程 
序 控制 器 控制 ， 按 设 定 的 程序 将 不 同 量 的 溶剂 输送 到 混合 室 中 混合 ， 产 生 任 意 形式 的 梯度 洗 
脱 曲 线 。 











































































































入 制 电路 一 -一 一 


流动 HA 一 | 
全 














混合 器 结构 如 图 4-14 所 示 。 由 于 其 在 高 压 下 混合 不 同 的 溶剂 ， 要 求 其 体积 应 尽量 小 、 混 
合 效率 高 ， 以 保证 得 到 重复 性 好 、 滞 后 时 间 短 的 梯度 洗 脱 曲线 ， 此 外 混合 器 也 应 便于 清洗 。 
滞后 时 间 由 和 泵 、 混 合 器 和 输液 管道 的 死 体积 决定 。 
























































改 | 小 


| s: | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色谱 分 析 























高 压 梯 度 可 获得 任意 形式 的 梯度 洗 脱 曲线 ， 精 度 高 ， 易 于 实现 自动 控制 。 











在 高 压 下 混合 流动 





























相 不 易 产 生气 泡 ， 对 流动 相 的 脱 气 要 求 较 低 。 但 高 压 梯度 需 使 用 多 台 高 压 输液 泵 ， 成 本 较 高 。 














二 、 低 压 梯度 装置 

















低压 梯度 又 称 外 梯度 ， 是 在 常 压 下 将 流动 相 的 不 同 组 分 混合 后 再 用 高 
柱 的 方法 ， 其 原理 如 图 4-15 所 示 ， 图 4-16 也 给 出 了 其 结构 图 。 利 用 电磁 
剂 的 流量 变化 ， 使 溶剂 按 不 同比 例 被 输送 入 到 混合 室 中 混合 ， 然 后 用 一 

































































压 输液 泵 送 入 色谱 
比例 阀 控 制 不 同 溶 


高 压 输 液 泵 将 混合 























好 的 流动 相 输送 到 色谱 柱 中 。 





在 线 悦 气 机 i 


流动 机 A 一 一 一 
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流动 和 B 一 一 
流动 相 C 一 一 


流 盐 相 D 





视 合 器 
多 元 低压 梯度 洗 脱 装置 示意 图 


动力 混合 器 





多 元 低压 梯度 洗 脱 装置 结构 图 




















低压 梯度 装置 同样 要 求 汞 和 混合 室 的 死 体 积 尽量 小 ， 使 梯度 变化 更 接 
压 梯 度 装置 采用 高 压 输液 和 泵 ， 结 合 电 磁 比 例 阀 就 可 以 完成 多 元 梯度 洗 
流动 相 被 加 压 输 入 到 色谱 柱 中 之 前 ， 不 同 流动 相 组 分 混合 产生 的 体积 变化 














































































































近 于 连续 变化 。 低 
脱 操作 。 此 外 ， 在 
已 完成 ， 可 避免 高 











压 梯度 装置 中 流动 相 体 积 变 化 引起 的 流量 改变 。 采用 低压 梯度 装置 时 , 各 流动 相 组 分 混合 前 、 


























后 均 需 脱 气 ， 否 则 混合 过 程 中 产生 的 气泡 将 使 仪器 无 法 正常 工作 。 
第 三 节 ” 进 样 系统 

















进 样 系统 是 将 一 定量 的 待 分 析 样 品 送 入 色谱 仪 的 装置 ， 可 分 为 手动 进 样 阅 和 自动 进 样 器 



































两 种 形式 。 高 效 液 相 色谱 仪 对 进 样 系统 要 求 如 下 : 耐 高 压 ， 进 样 量 准 确 ; 
便 、 适 用 ， 进 样 量 最 好 可 变 ; 应 能 尽量 避免 流量 或 压力 波动 。 
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进 样 重复 性 好 ， 方 




















第 四 章 高 效 液 相 色谱 仪器 系统 | “95 


一 、 手 动 进 样 阀 
手动 进 样 阀 的 生产 广 家 不 多 ， 且 主要 集中 在 欧美 ， 其 中 Rheodyne 公司 是 一 家 专门 从 事 
各 种 阀 件 生产 的 专业 公司 。 图 4-17 为 Rheodyne 公司 的 7725i 六 通 进 样 阀 的 分 解 图 ， 转 子 密 
封 和 定子 面 密封 是 其 核心 。 

手动 进 样 阀 的 进 样 过 程 包 括 两 个 状态 : 取样 “load) 和 进 样 (inject)。 如 图 4-18 所 示 

























































































， 进 样 
阀 有 6 个 连接 孔 ， 通 常 1、4 连接 定量 环 ，2 连接 输液 和 泵 ，3 连接 色谱 柱 ，5、6 分 别 连通 废 液 。 
当 进 样 阀 处 于 取样 状态 时 ，2、3 位 相通 ， 流 动 相 不 过 定量 环 ， 直 接 进入 色谱 柱 ， 此 时 通过 进 样 
针 可 将 样品 注入 到 定量 环 中 ;， 当 进 样 阀 处 于 进 样 状 态 时 ，1、2 位 相通 ，3、4 位 相通 ， 流 动 相 流 
过 定量 环 ， 将 样品 带 入 到 色谱 柱 中 ， 实 现 进 样 。 
































































































































sl 一 开机 及 同 个 年 定 螺 性 
ee 
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上 力 调节 螺 恰 

本 
济贫 共 轩 
二- 甬 发 下 天 









导 守 管 
一 一 负 水 环 
一 一 一 弹 深 窑 圭 痢 
呈 了 一 一 转子 窗 上 


上 定子 而 密 甘 总 成 


sy 


上 沁 于 蜡 恰 


手动 六 通 进 样 阀 分 解 图 





到 色谱 性 芝 芭 谱 性 
取样 状态 (b}) 进入 状态 


手动 进 样 阀 取样 和 进 样 状 态 示 意 


改 | 驯 


| ss 


作者 只 需 将 样品 按 顺 序 装 入 储 样 装置 。 
加 盘 式 自动 进 样 器 与 链 式 自动 进 样 器 已 逐渐 被 坐标 式 上 自动 进 样 器 所 取代 ， 目 前 各 厂商 的 








| 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色 谱 分 析 


一 自 


动 进 样 器 














自动 进 样 器 在 程序 控制 器 或 微机 控制 下 可 自动 完成 取样 、 进 样 、 清 洗 等 一 系列 操作 ， 操 









































主流 产品 也 基本 上 为 坐标 式 自 动 进 样 器 ， 表 4-4 对 部 分 厂商 型 号 的 自动 进 样 装置 的 技术 指标 
做 了 汇总 。 几 种 典型 自动 进 样 装置 的 结构 在 图 4-19 一 图 4-21 中 给 出 , 表 4-5 也 给 出 了 不 同 自 


动 进 由 


下 一 人 


























1 一 电机 ; 




























































































器 的 工作 步骤 。 








本 攻 芭 忆 0 圆 盘 式 自动 进 样 装置 结构 示意 图 
2 一 储 样 圆 盘 ，3 一 样品 瓶 ，4 一 取样 针 滑 块 ，5 一 取样 针 ， 6 一丝 本， 7 一 二 位 六 通 阀 ，8 一 定量 环 











3 














链 式 自动 进 样 装置 结构 示意 图 











1 一 电机 ; 





2 一 链 轮 ; 3 一 样品 链 ; 4 一 样品 瓶 ; 5 一 转角 机 构 ，6 一 取样 针 滑 块 ，7 一 取样 针 ; 8 一 取样 针 定 位 ; 























9 一 废 液 排 放 口 ，10 一 定量 环 ，11 一 二 位 六 通 阀 ，12 一 蠕动 泵 ;13 一 硅胶 管 ，14 一 清洗 液 瓶 
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坐标 式 自动 进 样 装置 结构 示意 








包机 ，2 一 坐标 式 储 样 盘 ，3 一 样品 瓶 ，4 一 取样 针 ，5 一 取样 针 揪 入 口 ; 6 一 取样 针 升 降 机 ，7 一 吸 样 泵 ，8 一 二 位 六 通 阀 
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部 分 厂商 自动 进 样 器 的 技术 指标 
厂 商 型 污 进 样 范围 进 样 精度 人 残 留 
准确 度 
Infinity1290 0.1 一 20hl A 士 1% 
(G4226A) 曾 量 0.1nl Pr (10p1, n=10) 
0.5~2n1, <0.7% RSD 
Infinity1260 0.1~100p1 2 ee 士 1% 
(G1367E) 曾 量 0.1u1 ee P| com, n=10) 
Agilent RSD; 0.5~1hl, <1.5% RSD 
os 加 1 一 5hl, <3% RSD; 5 一 2000hl， 
a 4 a 二 0.5% RSD; 2000 一 5000hl， 
eH 二 1% RSD， 均 以 峰 面积 计算 
ee 0.1 一 100hl 5 一 100h1，<<0.25% RSD; 1 一 
Monaly 2 曾 量 0.1nl Sul, <1% RSD 
0.1 一 100p1 (标准 ) | <0.2% RSD (指定 条 件 下 ， 进 - <=0.0025% 
: ob de 
SHIMADZU SA 1 一 2000p1( 选 购 件 ) | 样 体积 10p1) [和 放下 ( 蔡 , 洗 必 泰 ) 
SIL-10AF <=0.5% RSD 
Alliance2695 <0.5% RSD 士 1 <0.1% 
2707 <1.0% 
Waters 满 10hl 环 进 样 ，<=0.3% RSD; 
ACQUITY Or oh 非 满 环 20% 一 75% 进 样 ， 环 体 去 0.005% 
UPLC 和 积 为 lpl、 2p1、 5p1、 10p1、 20p1、 或 二 2nl 
50hl 时，<=1% RSD 
Thermo ASI-100 1~250nl 0.3% RSD 〈 进 样 体积 Sul) =0.005% 
0.1 一 50hl， i 
HITACHI L2200 .3% 加 <=0.01% 
可 扩展 至 4500p 0.3% RSD〔 进 样 体积 10hl) 0.01% 
满 环 进 样 ，<0.3% RSD; 
Spark Alias 0 一 9999hl, Ih 增 量 | 部 分 体积 进 样 ，<=0.5% RSD; 额外 清洗 ， 
中 站 人 bp ARIE 
无 损耗 进 样 ，<=1% RSD i 
不 同 自动 进 样 器 的 工作 步骤 
自动 进 样 器 工作 步骤 
Q@ 电机 带动 储 样 盘旋 转 ， 将 待 分 析 样品 置 于 取样 针 下 方 
@ 电机 正 转 丝 杠 带动 取样 针 滑 块 向 下 移 ,把 取样 针 插 入 样品 瓶 塑料 盖 ， 取 样 针 滑 块 继续 下 移 ， 
到 盘 式 自动 进 样 器 将 瓶 盖 推 入 瓶 内 ， 在 瓶 盖 挤 压 下 样品 经 管道 注入 二 位 六 通 阀 定 量 环 ， 完 成 取样 动作 
@ 二 位 六 通 阀 切换 ， 完 成 进 样 
@ 电机 反 转 ， 丝 杆 带 动 取 样 针 滑 块 上 移 ， 取 样 针 恢复 原 位 
Q@ 链 轮 拨 动 样品 链 ， 将 待 分 析 样 品 瓶 置 于 取样 针 下 
@ 转角 机 构 由 虚线 位 置 转 到 实 线 位 置 ， 并 下 降 插 入 样品 瓶 内 
@) 蠕动 泵 正 转 将 样品 吸入 定量 环 ， 完 成 取样 动作 
a dp @ 二 位 六 通 阀 切换 ， 完 成 进 样 
本 的 生生 二 回 转角 机 构 退 回 虚 线 位 置 
@ 蚂 动 泵 反 转 输入 清洗 液 ， 清 洗 取 样 系统 
@ 二 位 六 通 阀 复原 
震动 泵 正 转 吸入 空气 ,干燥 取样 管 路 
@ 取样 针 升 起 
@ 微机 控制 坐标 ， 储 样 盘 将 待 分 析 样 品 瓶 置 于 取样 针 下 
@ 取样 针 下 降 ， 插 入 样品 瓶 
坐标 式 自动 进 样 器 @ 自动 吸 样 人 汞 开启 ， 取 样 量 由 微机 控制 
@ 取样 针 下 降 插入 取样 插入 
@ 二 位 六 通 阀 切换 ， 由 流动 相 将 样品 载 入 色谱 柱 系统 
@ 吸 样 泵 复位 ， 二 位 六 通 闪 复位 
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三 、 进 样 对 峰 扩展 的 影响 
进 样 技术 包括 进 样 体积 、 进 样 时 间 、 样 品 浓度 、 选 用 的 进 样 装置 、 进 样 方 式 和 进 样 位 置 。 
进 样 体积 过 大 会 使 柱 效 下 降 ， 峰 变 宽 。 进 样 时 间 越 短 越 好 ， 但 较 难 控制 ， 阀 进 样 操作 中 进 样 
时 间 受 流动 相 的 流速 影响 。 控 制 样 品 浓度 , 浓度 过 大 易 使 柱头 瞬间 饱和 ， 造 成 谱 峰 严重 展 宽 ， 
分 离 度 下 降 。 柱 头 超 载 不 仅 与 固定 相 有 关 ， 而 且 与 溶质 及 溶剂 的 性 质 有 关 。 一 般 认 为 样品 浓 
度 对 谱 峰 扩展 的 影响 比 样品 体积 更 为 重要 。 
进 样 装置 的 死 体积 包括 进 样 装置 本 身 及 其 与 色谱 柱 的 连接 部 分 的 体积 ， 死 体积 过 大 将 使 
峰 扩 展 增加 。 进 样 方式 和 进 样 位 置 对 柱 前 峰 扩 展 也 有 影响 。 采 用 “点 进 样 ” 方 式 可 减少 柱 前 
峰 扩 展 ， 即 将 样品 “ 呈 点 状 ” 瞬 间 注 入 到 柱头 的 中 心 处 ， 并 使 流动 相 流 过 整个 注入 口 的 截面 。 


第 四 三 ”检测 系统 


检测 器 、 泵 与 色谱 柱 是 组 成 HPLC 的 三 大 关键 部 件 。 样品 组 分 经 色谱 柱 分 离 后 与 流动 
相 一 起 进入 到 检测 器 中 。 检 测 器 将 样品 的 物理 或 化 学 特性 信息 转换 为 易 测量 的 电信 号 输入 
到 数据 处 理 系统 ， 从 而 得 到 样品 组 分 分 离 的 色谱 图 。 由 谱 峰 的 位 置 、 形 状 和 大 小 可 以 判断 
分 离 的 优 劣 ， 同 时 进行 定性 、 定 量 分 析 。 有 关 质 谱 检 测 器 的 性 能 与 特征 将 在 第 五 章 中 详细 
介绍 。 

一 、 检 测 器 的 基本 特性 

HPLC 中 流动 相 和 样品 组 分 的 物理 化 学 性 质 往往 十 分 近似 ， 只 能 以 不 受 流动 相干 扰 的 样 
品 组 分 的 物理 和 化 学 性 质 作 为 检测 目标 ， 如 流动 相 没 有 紫外 吸收 而 被 测 组 分 有 紫外 吸收 ， 可 
上 紫外 检测 器 。HPLC 缺少 普 适 的 通用 型 检测 器 ,灵敏 度 高 的 检测 器 相对 较 少 ,理想 的 HPLC 
检测 器 要 求 对 不 同样 品 ， 在 不 同 浓度 和 淋 洗 条 件 下 ， 能 准确 、 及 时 、 连 续 地 反映 出 流出 组 分 
浓度 的 变化 。 
理想 的 HPLC 检测 器 应 具备 以 下 特性 : 

。 具 有 高 的 灵敏 度 和 可 预测 的 响应 ， 至 少 能 检测 出 10“g 的 样品 ; 

。 对 样品 的 所 有 组 分 都 有 响应 ， 或 具有 可 预测 的 特异 性 ， 适 用 范围 广 ; 

。 不 受 温度 和 流动 相 流 速 变化 的 影响 ; 

。 品 声 低 ， 漂 移 小 ， 响 应 与 流动 相 的 组 成 无 关 ， 可 用 作 梯 度 洗 脱 ; 

。 死 体积 小 ， 不 造成 柱 外 谱 带 扩展 ; 

。 响应 值 随 样品 组 分 量 的 增加 而 线性 增加 ， 线 性 范围 

。 不 破坏 样品 组 分 ; 

。 能 对 被 检测 的 峰 提供 定性 和 定量 信息 ; 

。 使 用 方便 、 可 靠 、 耐 用 ， 易 清洗 和 检修 ; 

。 响应 时 间 足 够 快 。 

实际 上 ， 目 前 HPLC 使 用 的 检测 器 中 没有 一 种 能 够 完全 符合 以 上 特点 。 但 是 ， 在 一 定 条 
件 下 都 能 符合 某 些 特定 的 要 求 。 因 此 ， 根 据 不 同 的 分 离 目的 可 以 对 这 些 要 求 予以 取舍 ， 选 择 
较为 合适 的 检测 器 ， 或 者 去 创造 条 件 ， 以 使 现 有 的 检测 器 满足 工作 需要 。 

二 、 检 测 器 的 分 类 

根据 不 同 的 分 类 原则 ，HPLC 检测 器 可 以 有 不 同 的 分 类 方法 。 表 4-6 给 出 了 按 检 测 器 性 
质 及 按 测量 信号 性 质 分 类 的 情况 ， 表 4.7 也 给 出 了 按 测量 原理 分 类 的 结果 。 
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第 四 章 高 效 液 相 色谱 仪器 系统 | ”99 | 
按 检测 器 性 质 及 按 测 量 信 号 性 质 分 类 的 结果 
分 类 原则 | 类 别 响应 原理 性 能 特点 代表 类 型 
适用 范围 广 ， 但 流动 相 本 身 也 有 响 
点 体 性 能 | 响应 值 取决 于 流出 物 | 应 , 易 受 温度 变化 、 能 量 波动 及 流动 相 | 示 差 折光 检测 器 、 介 
5 全 | 《包括 样品 和 流动 相 ) 某 | 组 成 等 因素 的 影响, 引起 较 大 的 基线 品 | 电 常 数 检测 器 、 电 导 检 
检测 器 | 些 物理 性 质 的 总 的 变化 | 声 和 漂移 , 灵敏 度 低 , 不 适 于 痕 量 分 析 ，| 测 器 等 
按 检测 器 且 不 能 用 于 梯度 洗 脱 
性 质 分 类 ee 
。 对 被 测定 的 物质 有 较 大 响应 ,而 对 流 | 二 介 由 太 天 器 、 突 
溶质 性 能 响应 值 取决 于 流动 相 中 | 动 相 本 身 没有 响应 或 响应 很 小 , 所 以 检测 测 器 、 质 谱 检 测 蜂 安 
检测 器 “| 溶质 的 物理 或 化 学 特性 | 灵敏度 高 , 受 操作 条 件 变化 和 外 界 环境 影 | 拉 扒 滑 咒 ， 玫 性 丛 沿 和 
响 较 小 ， 可 用 作 梯 度 洗 脱 ee 
应 值 正比 于 溶质 在 | ”样品 量 一 定时 ， 检 测 器 的 瞬间 响应 ，| ”5y 入 启用 的 液 机 
浓度 敏感 | 流动 相 中 的 浓度 , 测量 的 | 即 峰 高 响应 什 与 流动 相 流速 无 关 ; 峰 面 | 合并 人 训 六 让 
按 测量 信 | 型 检测 器 | 是 流动 相 中 溶质 浓度 瞬 | 积 响 应 值 与 流速 成 反比 , 峰 面积 与 流速 紫外 .可 见 检测 器 等 
号 性 质 分 间 的 变化 的 乘积 为 常数 ee 
类 wij | 响应 值 正比 于 单位 时 ee 
抽检 油 业 | 间 内 通过 检测 器 的 物质 | 时 训 名 也 六 列 相 流速 无 六， 时 病 明 应 | 库 耸 检测 器 
3 质量 , 即 正比 于 质量 流速 | ”下 
按 测量 原理 分 类 的 结果 
盆 “要 原 至 性 能 代表 类 型 
紫外 -可 见 检测 器 、 示 差 折光 检测 器 、 芝 光 权 
光学 性 质 。| 根据 被 测 物 质 对 光 的 吸收 、| 。 应 用 范围 广 , 普 | 人 信守 
检测 器 发 射 和 散射 等 性 质 进行 检测 | 遍 灵 敏 度 较 高 A A 
性 检测 器 等 
电学 及 电化 RS oa 寡 垃 检测 中 人 今 测 | B 。 介 
| 根据 被 测 物质 的 电化 学 性 | 二 应 总 安培 检测 器 、 电 时 检测 器 、 库 全 检测 器 、 介 电 
“ 测 生 “| 质 进行 检测 2 常数 检测 器 、 极 谱 检 测 器 等 
人。 | 利用 热学 原理 进行 检测 灵敏度 计 光 声 检测 器 、 热 透 错 和 光 热 偏转 检测 器 竺 
除 上 述 分 类 方式 外 , 还 可 按 信号 记录 方式 的 不 同 将 液 相 色谱 检测 器 分 为 积分 型 检测 器 和 微分 
型 检测 器 。 积分 型 检测 器 显示 的 信号 是 在 给 定时 间 内 物质 通过 检测 器 的 总 量 , 色谱 图 为 台阶 型 | 





线 ， 灵敏 度 低 ， 定 性 








困 叉 














过 检测 器 的 组 分 量 ， 








得 到 








三 、 检 测 器 的 性 能 指标 











1， 噪声 和 漂移 





噪声 是 指 由 检测 器 输出 与 被 测 样品 
单位 表示 ， 可 分 为 高 频 噪 声 和 短 周 
多 的 基线 无 规则 变动 构成 。 一 般 来 说 ,高 频 噪声 3 
仪器 的 电子 系统 
适当 的 滤波 系统 加 以 消除 。 短 周 
与 色谱 峰 很 相似 ， 因 此 难以 分 辨 ， 

对 不 同类 型 的 检测 器 ， 短 周 





























这 种 噪声 通常 来 上 




















评价 不 同类 型 的 检测 器 ， 除 各 
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自 的 特征 指标 外 ， 还 有 一 些 共 
































E， 应 用 很 少 。 微 分 型 检测 器 显示 的 信号 表示 在 给 定时 间 内 每 一 瞬间 时 通 
系列 峰 形 色谱 
液 相 检 测 器 分 为 破坏 性 和 非 破坏 性 检测 器 ， 其 中 破坏 性 检测 器 不 能 用 于 制备 1 























图 ， 








灵敏 度 高 ， 应 用 广泛 。 此 外 还 可 


















































! 是 否 变化 将 











组 分 无 关 的 无 规则 波动 
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， 因 








sp 


声 两 种 。 前 





























不 影响 色谱 峰 的 分 辨 ,但 可 
流动 相 停 止 流动 时 仍然 存在 。 








此 关 泵 、 
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特别 





























与 色谱 峰 出 现 频率 相似 的 基线 无 规 
是 对 小 色谱 峰 影响 更 大 。 
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本 三 









































的 主要 来 源 可 能 不 同 。 检 测 器 本 身 部 们 


言 写 ， 在 特定 灵敏 度 下 
着 俗称 “毛刺 ”% 由 比 色谱 峰 出 现 频率 高 得 

















了 响应 








以 影响 检 出 限 。 
高 频 噪声 可 用 
I 变动 构成 ， 它 





F 不 稳定 、 流 动 


相 含有 气泡 或 被 污染 、 温度 和 流速 变化 等 都 可 能 引起 短 周期 噪声 。 对 示 差 折光 率 检 测 器 而 言 ， 





改 | 小 








| 1oo | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 








mn 
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上 环境 、 流 动 相 流速 变化 引起 的 温度 和 压力 波动 ， 使 检测 池内 液体 的 折射 率 发 生 改 变 ， 这 


是 引起 短 周期 噪声 的 主要 原因 。 短 周期 噪声 是 与 流动 相 有 关 的 噪声 ， 在 关 泵 后 随 之 消失 。 


























ny 





漂移 是 指 基 线 随时 间 的 增加 朝 

















低 得 多 的 基线 无 规则 变动 构成 。 造 成 漂移 的 原因 包括 : 检测 器 预 热 时 间 不 够 ， 环 境 ; 

















动 相 流速 的 缓慢 变化 ， 柱 中 固定 相 流 失 ， 刚 更 换 的 新 流动 相 在 柱 
产生 的 漂移 一 般 用 一 段 时 间 内 《一 般 为 几 个 小 时 ) 检测 器 响应 值 
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方向 《各 上 或 各 下 )〉 的 偏离 ， 由 比 色谱 峰 出 现 的 频率 





























不 停 流 各 走 30min 的 基线 来 评价 一 个 检测 器 产生 的 噪声 及 漂移 的 大 小 。 
噪声 和 漂移 直接 影响 分 析 工 作 的 误差 及 检测 能 力 ， 严 重 时 使 仪器 系统 无 法 正常 


度 或 流 
尚未 达到 平衡 等 。 检 测 器 








的 变化 表示 。 通 常 月 


日 停 流 和 

















作 ， 可 





根据 不 同情 况 采 取 相 应 措施 加 以 消除 .图 4-22 中 分 别 给 出 了 噪声 、 极 限 等 的 识别 及 表示 方法 。 

































































噪声 常用 峰 对 峰 的 方法 表示 , 即 校正 过 漂移 后 , 在 测量 时 间 内 最 大 值 减 最 小 值 的 峰值 差 ， 








如 图 4-22 0d) 所 示 。 也 可 以 将 漂移 以 回归 曲线 斜率 的 方式 给 出 ， 测 定 线性 回归 的 标准 偏差 








的 6 倍 值 作 为 噪声 ， 如 图 4-22 (f) 所 示 。 
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{9d) 


> | 虹 店 大任 行 =- 暴 小 败 全 





区 区 到 到 噪声 和 漂移 


(a) 短 噪声 ; 〈b) 长 噪声 ，(c) 漂移 ; (d)，(e),，(f) 噪声 和 漂移 的 表示 方式 
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2. 灵敏 度 
灵敏 度 也 称 响应 值 ， 是 一 定量 物质 通过 检测 
器 时 所 产生 的 信号 的 大 小 。 检 测 器 对 样品 检测 的 
灵敏 度 是 衡量 检测 器 质量 的 一 个 重要 指标 。 以 进 
对 入 检测 器 的 样品 量 (m) 对 检测 器 产生 的 响应 值 
(R) 作 图 ， 可 以 得 到 如 图 4-23 所 示 的 响应 值 | 
线 。 曲线 中 直线 部 分 的 斜率 就 是 检测 器 的 灵敏 度 
2Nn CS)， 即 
. : S=AR/Am (4-1) 
榨 测 限 Winas 榨 品 基 es a l 
检测 器 的 响应 曲线 对 浓度 型 检测 器 ，Am 以 g/ml 为 单位 ， 而 AR 


的 单位 则 视 不 同 检测 器 而 异 。 

由 图 4-23 可 知 : 在 同一 检测 器 上 ，A、B 两 种 物质 的 斜率 不 同 ， 和 斜率 越 大 ， 灵敏 度 越 高 ， 
即 检测 器 的 灵敏 度 与 样品 性 质 有 关 。 因 此 用 这 种 方法 给 出 灵敏 度数 值 时 ， 需 同时 说 明 是 何 种 
样品 及 用 何 种 溶剂 。 检 测 器 限制 了 最 大 允许 进 样 量 (mmax)， 超 过 此 限 ， 响 应 信号 不 再 与 样品 
量 成 线性 关系 。 灵 敏 度 越 高 ， 检 测 限 越 小 。 
灵敏 度 是 衡量 检测 器 性 能 的 重要 指标 ， 可 用 来 评价 检测 器 的 好 坏 ， 并 可 同 其 他 种 类 的 检 
测 器 比较 。 使 用 者 希望 检测 器 有 较 高 的 灵敏 度 ， 因 灵敏 度 高 ， 就 意味 着 对 等 量 的 同一 样品 ， 
检测 器 的 啊 应 信号 大 。 但 是 检测 器 灵敏 度 的 高 低 ， 并 不 能 严格 表示 检测 器 的 检测 能 力 。 

3. 检测 限 

检测 限 是 指 在 噪声 背景 上 恰 能 产生 可 辨认 样品 峰 时 的 最 低 样品 量 。 一 般 定 义 为 可 辨认 峰 
言 号 的 3 倍 于 噪声 信号 时 的 样品 量 ， 检 测 器 的 检测 限 与 整个 仪器 的 噪声 水 平 有 关 ， 可 在 检测 
器 的 响应 值 曲线 中 表示 出 来 。 检 测 限 (D) 与 噪声 (N) 和 灵敏 度 (S$) 的 关系 为 : 

D=3N/S (4-2) 

检测 限 实质 上 是 信 噪 比 ， 它 考虑 了 噪声 的 影响 ， 因 而 能 更 全 面 地 反映 检测 器 质量 ， 在 评 
价 检测 器 优 劣 时 不 可 缺少 ， 是 衡量 检测 器 性 能 的 重要 指标 。 但 检测 限 不 只 与 检测 器 有 关 ， 而 
是 与 整个 仪器 系统 都 有 关 。 如 减 小 色谱 柱 尺 寸 ( 柱 长 、 内 径 ) 和 柱 外 死 体 积 〈 样 品 池 、 进 样 
器 、 连 接管 等 ) 都 可 降低 检测 限 。 此 外 ， 检 测 限 与 仪器 操作 条 件 也 有 关 ， 电 压 不 稳定 、 流 动 
相 有 气泡 产生 、 仪 器 被 下 污 、 环 境 温度 波动 等 与 噪声 有 关 的 因素 都 将 影响 检测 限 。 
可 以 把 一 个 已 知 量 的 标准 溶液 不 经 过 色谱 分 离 ， 直接 注入 到 检测 器 中 ， 根 据 检测 限 
的 定义 来 测定 其 大 小 ; 也 可 以 先 通过 换算 得 到 灵敏 度 ， 再 实际 测量 噪声 ， 按 照 公 式 求 得 
检测 限 。 
4. 线性 范围 

线性 范围 是 指 检测 器 的 响应 值 与 样品 量 之 间 保 持 线性 关系 的 样品 量 范围 ， 以 呈 线 性 啊 应 
时 样品 量 的 上 下 限 比 值 表 示 。 
线性 范围 的 下 限 即 为 该 仪器 的 检测 限 。 当 样品 量 大 于 某 值 时 , 响应 值 曲线 开始 向 下 这 曲 ， 
此 时 的 样品 量 为 最 大 进 样 量 。 超 过 最 大 进 样 量 ， 检 测 器 的 响应 值 不 再 随 着 样品 量 的 增加 而 线 
性 地 增加 。 只 有 在 线性 范围 用 检测 器 响应 值 进行 样品 的 定量 分 析 才 方便 可 靠 ， 因 此 检测 
器 的 线性 范围 应 尽 可 能 大 ， 以 便 可 以 同时 测定 大 量 和 痕 量 的 样品 组 分 。 

5. 检测 器 死 体 积 

检测 器 的 死 体积 也 是 一 个 重要 的 检测 器 性 能 参数 。 死 体积 过 大 ， 将 使 色谱 峰 变 宽 ， 检 测 
器 的 灵敏 度 和 分 辩 率 降低 。 
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改 | 小 
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检测 器 死 体积 由 样品 池 体 积 和 样品 池 到 色谱 柱 的 连接 管 路 体积 组 














前 担 下 ， 应 尽 可 能 减 小 死 体积 。 因 此 ， 检 测 器 设计 要 使 连接 管 

















成 。 在 满足 检测 要 求 的 




















路 尽 可 能 短 ， 并 且 选 用 细 内 








径 管 , 但 应 注意 , 连接 管内 径 减 小 时 , 管内 压力 会 有 所 增加 。 样品 池 的 大 小 决定 于 检测 器 ， 


























太 小 会 降低 灵敏 度 。 有 关 研 究 表 明 ， 当 样品 池 的 体积 小 于 有 关 !l 





























杀 体 积 的 1/110 时 ， 检 测 器 


形成 的 峰 扩展 将 不 明显 。 目 前 使 用 的 检测 池 体 积 大 多 数 都 小 于 等 于 8hl， 对 第 规 分 析 一 般 


没有 多 大 影响 。 





























当 使 用 小 体积 高 效 柱 时 ， 检 测 池 引 起 的 峰 扩展 与 使 用 常规 液 相 
其 是 对 出 峰 较 早 的 化 合 物 。 这 种 情况 下 检测 池 体 积 一 般 小 于 5h， 















































到 1nl， 甚 至 更 小 。 
6. 检测 器 的 响应 时 间 























色谱 柱 相 比 更 为 明显 ， 尤 
微量 色谱 柱 的 体积 应 减少 


检测 器 的 响应 时 间 定 义 为 从 样品 进入 检测 池 到 真实 信号 输出 63.2% 的 时 间 ， 是 样品 进入 
检测 器 产生 响应 信号 时 间 的 度量 ， 反 映 了 检测 器 跟踪 被 分 离 样品 组 分 浓度 变化 的 快慢 程度 。 
啊 应 时 间 过 长 及 响应 过 慢 ， 会 使 色谱 峰 变 形 失 真 ， 记 录 的 谱 峰 比 真实 的 谱 峰 显著 加 宽 ， 峰 高 










































































也 比 真实 峰 高 低 ， 类 似 于 柱 效 降低 ， 影 响 色谱 分 析 的 可 靠 性 和 谁 





























确 性 ， 这 种 














青 况 在 进行 快速 





分 析 时 尤为 突出 。 响 应 时 间 过 短 ， 高 频 噪 声 影响 严重 。 研 究 表明 检测 器 啊 应 时 间 最 大 不 应 超 
过 色谱 峰 标准 偏差 的 三 分 之 一 。 目 前 使 用 的 检测 器 和 记录 仪 的 响应 时 间 一 般 在 0.5 一 1.0s 较为 
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7. 其 他 参数 









































上 述 各 项 性 能 指标 是 影响 检测 器 质量 的 主要 因素 , 在 选择 检测 器 时 需要 综合 考虑 。 此外， 





流动 相 的 流速 、 压 力 和 温度 变化 对 检测 器 的 噪声 、 漂 移 和 响应 值 都 有 影响 。 不 同类 型 的 检测 








器 对 这 些 因 素 变 化 的 敏感 程度 不 同 。 












































检测 器 的 最 大 工作 压力 和 温度 适用 范围 、 检 测 器 的 配件 和 流 路 系统 的 气 密 性 、 操 作 维 修 














的 简易 性 、 耐 用 可 靠 性 等 都 是 需要 考虑 的 因素 。 
四 、 几 种 常见 HPLC 检测 器 
1. 紫外 -可 见 光 检测 器 (UV-VIS ) 











紫外 -可 见 光 检测 器 是 HPLC 中 应 用 最 为 广泛 的 检测 器 ， 其 使 用 率 

















占 到 70% 左 右 ; 对 占 物 











质 总 数 约 80% 的 有 紫外 吸收 的 化 合 物 均 有 响应 ， 既 可 测 190 一 350nm 范围 《紫外 光 区 ) 的 光 
吸收 变化 ， 也 可 向 可 见 光 范围 350~~700nm 延伸 。 这 种 检测 器 灵敏 度 高 ， 线 性 范围 宽 ， 对 流 






















































































在 被 测 组 分 紫外 -可 见 吸 收 波 长 处 没有 吸收 。 
紫外 -可 见 光 检测 器 是 通过 测定 样品 在 检测 池 
的 ， 其 工作 原理 基于 朗 伯 - 比 耳 定 律 : 
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A=lg(10/7)=ebc 


式 中 ，A 为 吸光 度 ; 厂 为 入 射 光 强 ; 7 为 透射 光 强 ;， 为 样品 








长 ; c 为 样品 的 物质 的 量 浓 度 。 








收 紫外 -可 见 光 的 大 小 来 确定 样品 含量 




















速 和 温度 变化 不 敏感 ， 可 用 于 梯度 洗 脱 分 离 。 紫 外 -可 见 光 检 测 器 要 求 被 检测 样品 组 分 有 紫 
外 -可 见 光 吸收 ， 而 使 用 的 流动 相 无 紫外 吸收 或 紫外 吸收 波长 与 被 测 组 分 紫外 吸收 波长 不 同 ， 

















(4-3) 


的 摩尔 吸收 系数 ;2 为 光 程 


一 般 选 择 在 被 分 析 物 有 最 大 吸收 光 的 波长 下 进行 工作 ， 以 获得 最 大 的 灵敏 度 和 抗 干扰 能 





































































































力 。 测 定 波长 的 选择 取决 于 答 测 溶质 的 成 分 和 分 子 结构 ， 分 子 中 光 吸 收 性 强 的 基 团 叫 发 色 基 
团 ， 它 与 分 子 的 外 层 电子 或 价 电子 有 关 。 表 4-8 中 列 出 了 一 些 典型 发 色 基 团 的 摩尔 吸收 系数 





和 相应 的 最 大 吸收 波长 。 
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一 些 典型 发 色 基 团 的 摩尔 吸收 系数 和 相应 的 最 大 吸收 波长 
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发 色 团 系统 Mnaxnm £ Anax/ NM SB 

醚 基 ”一 0 一 185 1000 
硫 醚 基 一 S 一 194 4000 215 1000 
氨基 一 NH 195 2800 
硫 醇 基 一 SH 195 1400 

-硫化 基 一 S 一 S 一 194 5500 255 400 
省 化物 一 Br 208 300 
碘 化 物 一 I 260 400 

于 一 CN 160 

乙 烽 化 物 一 C 三 C 一 175~180 6000 

俱 一 SO， 180 

3 —C=N—OH 190 3000 
受 氮 化 物 一 Na 190 SO 
烯烃 类 一 C 二 C 一 190 So 

明 一 C 二 O 195 1000 270 一 285 18 一 30 
硫 柄 一 C 一 S 205 
酯 一 COOR 205 3 
醛 一 CHO 210 强 280 一 300 11 一 18 
凑 酸 一 COOH 200 一 210 50 一 70 

亚 硕 DS 二 0 210 1500 

o 210 强 
硝 基 化 合 物 一 NO， 

亚 硝酸 酯 一 ONO 220 一 230 1000 一 2000 300 一 400 10 
偶 氮 一 N= 二 N 一 285~400 3~25 
茶 184 46700 202 6900 
关东 246 20000 
至 220 112000 275 7900 
草 252 199000 375 7900 
在 选择 测定 波长 时 ， 必 须 考 虑 到 所 使 用 的 流动 相 组 成 ， 因 为 各 种 浴 剂 都 有 一 定 的 透 过 























波长 下 限 值 ， 超 过 这 个 波长 ， 溶 剂 的 吸收 会 变 得 很 强 ， 以 至 于 不 能 很 好 地 测 出 待 测 物质 的 
般 是 指 溶剂 在 以 空 














吸光 强度 。 表 4-9 列 出 了 HPLC 中 党 























j 溶 剂 透 过 波长 的 下 























民 ， 下 限 值 









































































































































气 为 参考 ， 样 品 池 厚 度 〈 即 光 程 长 ) 为 lcm 的 条 件 下 ， 恰 好 产生 吸光 度 值 为 1.0 时 相应 的 
波长 ， 也 就 是 在 溶剂 透 过 率 为 10% 时 相应 的 波长 。 表 4-10 中 也 列 出 了 一 些 可 用 紫外 光 检 测 
的 无 机 物 离 子 。 
HPLC 中 常用 溶剂 透 过 波长 的 下 限 
溶剂 透 过 波长 下 限 /nm 溶剂 透 过 波长 下 限 /nm 
丙酮 330 - 氧 甲 烷 230 
乙 且 210 N,N- 二 甲 基 甲 酰胺 270 
苯 280 昭 烷 220 
三 省 甲烷 360 -乙醚 260 
乙酸 丁 酯 255 所 戊 烷 210 
丁 醚 235 乙 酮 223 
-硫化 碳 380 条 290 
四 氧化 碳 265 异 丙 醚 220 
氯仿 245 氧 代 丙烷 225 
环 己 烷 210 - 乙 胺 275 
- 毛 乙 烷 230 酸 乙 酯 260 
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溶剂 透 过 波长 下 限 /nm 溶剂 透 过 波长 下 限 /nm 
乙酸 乙 酯 260 吡啶 305 
甘油 220 四 氧 代 乙 烯 290 
庚 烷 210 茶 285 
乙 烷 210 间 二 甲 茶 290 
醇 210 2,2,4- 三 甲 基 戊 烷 210 
基 环 己 烷 210 异 辛 烷 210 
酸 甲 酯 265 乙醚 220 
硝 基 甲 烷 265 基 异 丁 酮 330 
正成 烷 210 四 和 毛 叶 喃 220 
异 丙 醇 305 戊 醇 210 
阴离子 波长 /nm 
硝酸 盐 211 
硫化 物 215 
硫 握 酸 盐 215 
硫 代 硫 酸 盐 2415 
操作 使 用 紫外 -可 见 光 检测 器 的 注意 事项 : 
Q 因 紫 外 光 会 损伤 眼睛 ， 不 要 直接 观察 点 亮 的 紫外 灯 。 
@ 对 高 压 仪器 部 件 等 接触 时 要 小 心 
@) 某 些 光源 会 产生 臭氧 ， 对 人 有 害 。 用 惰性 气体 吹 扫 检测 器 是 最 常用 的 消除 有 害 气 体 
的 办 法 ， 热 催化 也 可 以 用 来 分 解 臭氧 。 
@ 检测 池 容 易 发 生 泄漏 。 紫 外 -可 见 光 检 测 器 的 溶剂 泄漏 时 ， 溶 剂 燕 气 可 能 毁坏 光学 元 











件 表面 。 
2. 光电 二 极 管 阵列 检测 器 (DAD ) 
普通 的 紫外 -可 见 吸收 检测 器 

二 维 图 谱 。 要 测定 某 组 分 的 紫外 -可 见 吸 收 光 

组 分 停留 在 检测 池 中 ， 然 后 用 波长 扫 


是 









































图 谱 


只 能 测定 茶 一 波长 时 吸光 度 与 时 间 


日 “ 停 泵 扫 








关系 

















普 ， 需 采用 


描 测定 。 光 电 三 极 管 阮 























测定 吸光 度 、 时 间 、 波 长 三 者 的 关系 






































， 通 过 计算 机 处 性 
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曲线 ， 即 只 能 作 
描 ” 的 方法 ， 使 被 测 
F 列 检测 器 (DAD) 能 够 同时 


谱 (图 4-24)， 也 




















可 以 作出 任意 波长 下 的 吸光 度 - 时 间 曲 线 (色谱 图 ) 和 任意 时 间 的 吸光 度 -波长 曲线 (紫外 - 
可 见 光 谱 图 )。 

DAD 光路 如 图 4-25 所 示 。 光 源 发 出 的 光 经 过 凹面 镜 《〈 或 透镜 ) 聚焦 在 检测 池上 。 光 
束 通过 检测 池 时 被 样品 特征 吸收 ,然后 被 光栅 分 光 形 成 按 波 长 顺序 分 布 的 光谱 带 。 光 谱 带 
被 聚焦 在 阵列 式 的 接收 器 上 (一 般 由 5$12 一 1024 个 光电 二 极 管 排列 组 成 ,波长 范围 为 190 一 
800nm， 光 电 二 极 管 越 多 ， 分 辩 率 越 高 )， 阵 列 上 每 个 光电 二 极 管 同 时 收 到 不 同 波 长 的 信 
号 ， 并 通过 电子 学 的 方法 依次 被 快速 扫描 提取 ， 存 储 到 计算 机 中 。 扫 描 速 度 极 快 ， 每 幅 图 
























































像 仅 需 10ms， 远 远 超过 色谱 峰 流出 速度 ， 
态 光 谱 吸 收 图 ， 即 不 需要 停留 跟随 色谱 
三 维 光 谱 色 谱 图 。 


























因此 可 用 来 观察 色 
条 扫描 。 经 计算 机 处 理 后 ， 构 成 H 


谱 村 


流出 物 的 每 个 瞬间 的 动 
对 间 - 波 长 -吸光 
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第 四 章 ， 高 效 液 相 色谱 仪器 系统 
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DAD 与 普通 紫外 -可 见 光 检测 器 相 比 ， 光 路 安排 上 有 明显 区 别 。 前 者 光源 发 出 的 光束 先 通 
过 检测 池 被 吸收 后 再 被 分 光 ; 后 者 光源 发 出 的 光束 先 被 分 光 ， 然后 选择 一 束 特定 波长 的 光束 通 


过 检测 器 。 





























因此 前 者 很 难 制 成 双 光 束 检测 器 ， 检 测 稳定 性 较 差 : 后 者 可 把 通过 检测 池 前 的 














光 分 成 两 束 ， 一 束 通过 检测 池 ， 男 一 束 作为 参考 ， 实 现 双 光束 检测 ， 检 测 稳定 性 大 大 提高 。 
二 极 管 阵列 检测 器 可 以 提供 关于 色谱 分 离 、 定 性 定量 的 丰富 信息 ; 也 给 出 了 一 些 特殊 功 


能 ， 如 色谱 峰 上 
点 包括 : 岂可 以 同时 得 到 多 个 波长 下 的 色谱 图 ， 因 此 可 以 计算 不 同 波长 的 相对 吸收 比 。 







































































的 准确 定性 、 峰 纯度 检验 、 峰 抑制 、 宽 谱 带 检测 、 选 择 最 佳 波 长 等 。 其 主要 特 


包 可 


以 在 色谱 分 离 期 间 对 每 个 色谱 峰 的 指定 位 置 实时 记录 吸收 光谱 图 ， 并 计算 其 最 大 吸收 波长 。 





轧 在 色谱 运行 期 间 可 以 逐 点 进行 光谱 扫描 ， 得 到 以 时 间 - 波 长 -吸收 值 为 匀 

















标的 三 维 图 形 (三 








维 色谱 光谱 图 )， 可 直观 、 形 象 地 显示 组 分 的 分 离 情 况 及 各 组 分 的 紫外 -可 见 吸 收 光 谱 。 由 于 


每 个 组 分 都 有 全 波段 的 光谱 吸收 图 ， 因 此 可 利用 色谱 保留 值 规律 及 光谱 特征 吸收 曲线 综合 进 
行 定性 分 析 。 昌 可 以 选择 整个 波长 范围 、 几 百 纳米 的 宽 谱 带 检测 ， 仅 需 一 次 进 样 ， 将 所 有 组 


















































分 检测 出 来 。 





改 | 溃 
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无 样品 










灯 
或 白炽 灯 


示 差 折光 检测 器 原理 


3. 示 差 折光 检测 器 ( RID ) 
示 差 折光 检测 器 也 称 光 折射 检测 器 ， 是 一 种 通用 











型 检测 器 。 基 于 连续 测定 色谱 柱 流出 物 光 折射 率 的 变 





化 来 测定 溶质 浓度 (图 4-26)， 溶 液 的 光 折 射 率 是 溶 








剂 ( 流 动 相 ) 和 溶质 各 

















的 折射 率 乘 以 其 物质 的 量 浓 








度 之 和 ， 深 有 样品 的 流动 相 和 单纯 流动 相 光 折射 率 之 











差 即 表示 样品 在 流动 相 : 














相 光 折射 率 有 差别 的 样品 都 可 用 寺 





的 浓度 。 原 则 上 几 是 与 流动 
i 检测， 检测 限 可 达 








人 








10 一 10 gml。 表 4-11 中 给 出 了 常用 溶剂 在 20C 时 
































































































































的 折射 率 。 
常用 溶剂 在 20C 时 的 折射 率 
溶 剂 折射 率 溶 剂 折射 率 
水 1.333 茶 1.501 
乙醇 1.362 茶 1.496 
丙酮 1.358 己 烷 1.375 
gl 氧 叶 喃 1.404 环 己 烷 1.462 
乙烯 乙 二 醇 1.427 庚 烷 1.388 
1 氧化 碳 1.463 乙醚 1.353 
氧 仿 1.446 醇 1.329 
乙酸 乙 酯 1.370 乙酸 1.329 
乙 膊 1.344 茶 胺 1.586 
异 辛 烷 1.404 氧 代 葵 1.525 
基 异 丁 酮 1.394 - 甲 葵 1.500 
氯 代 丙烷 1.389 - 乙 胺 1.387 
乙 酮 1.381 溴 乙 烷 1.424 
RID 按 结 构 可 分 为 反射 式 、 偏 转 式 、 干 涉 式 和 克 里 斯 琴 效应 等 类 型 。 其 共同 特点 是 检测 














器 的 响应 信号 反映 了 样品 检测 池 和 参 比 池 之 间 的 折射 率 之 差 。 侦 转 式 折光 检测 器 测量 范围 较 





宽 〈1.00 一 1.75)， 线 性 范围 可 达 1.5X104， 灵 敏 度 较 高 ， 但 是 




















~ 














池 体 积 较 大 ， 一 般 只 在 制备 











色谱 和 凝 胶 色谱 中 使 用 。 干 涉 式 折 光 检 测 器 是 根据 对 干涉 光 强 度 的 测量 ， 得 到 介质 折射 率 的 
变化 ， 进 而 确定 样品 池 中 样品 的 浓度 。 此 类 检测 器 的 灵敏 度 高 于 反射 式 和 偏转 式 ， 但 由 于 线 

















性 范围 太 窗 《 约 为 10 )， 故 很 少 采 用 。 














不 相近 时 ， 在 液 回 界面 上 将 发 生 多 重光 散射 和 折射 ， 
匡 效应 。 根 据 这 一 原理 设计 出 的 折光 检测 器 称 为 元 里 其 
































性 范围 要 小 于 其 他 形式 的 三 种 检测 器 ， 














灵敏 度 ， 图 4-27 给 出 了 其 光路 示意 。 






























































当 流动 相 的 折射 率 与 检测 池内 特殊 固体 物质 的 折射 率 
其 结 果 表 现 为 光 强 减弱 ， 这 就 是 区 里 斯 
1 雁 示 差 折 光 检 测 器 ， 这 种 检测 器 的 线 


























检测 限 一 般 可 达 10“。 





















































由 光源 发 出 的 光 经 垂直 光 栏 和 平行 光 栏 ， 透 射 准 直 成 
行 光 束 射 入 棱镜 ， 棱 镜 上 装 有 样品 池 和 参 比 池 ， 它 们 的 底面 





两 个 能 量 相等 的 平行 细 光 束 。 两 平 


是 经 





通常 的 示 差 折光 检测 器 均 为 反 财 式 ， 因 其 池 体 积 很 小 (一般 为 5pl 左右 )， 可 获得 较 高 的 



































专门 抛光 的 不 锈 钢 镜面 ， 池 











体 的 液 槽 由 夹 在 棱镜 和 不 锈 钢 之 间 的 聚 四 氟 乙 烯 热 片 经 挖 空 后 形成 。 透 射 光 在 界面 上 经 反射 





























回来 后 ， 再 经 透镜 聚焦 在 光敏 电阻 上 ， 将 光 信 号 转变 成 















































可 调节 入 射 角 使 之 接近 于 临界 角 ， 以 获得 尽 可 能 高 的 灵敏 度 。 





信和 号， 光源 装 在 一 个 可 调 的 支架 上 ， 





8 一 红外 滤 光 片 ，9 一 投射 器 旋转 机 构 ; 


RID 作为 一 种 通用 型 检 锅 
显而易见 ， 由 于 折射 率 对 温度 的 变化 非常 敏感 ， 大 多 数 溶剂 折射 率 的 温 
和 的 结果 。 即 
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此 检测 器 














# 必 须 恒温 ， 
的 溶剂 前 延 峰 可 能 会 
检测 池 不 能 带 压 工 作 ， 在 与 其 他 检测 器 串联 使 





PB [0 








qo 














如 区 昧 和 反射 式 示 差 折光 检测 器 光路 示意 
1 一 流通 池 参 比 通道 ，2 一 检测 池 底板 ;3 一 流通 池 ;， 4 一 透镜 2; 5 一 检测 元 件 ; 


10 一 狭 颖 2; 











才能 获得 精 
盖 前 期 脱 洗 的 色谱 





峰 , 洗 





1 器 ， 其 优点 是 通用 必 


脱 液 的 组 成 一 定 要 恒定 ,不 





11 一 透镜 1;，12 一 棱镜 ; 


















































使 是 室温 的 变化 也 会 影 





























4. 燕 发 光 散 射 检测 器 (ELSD ) 


丝 发 光 散 射 检 测 器 是 一 种 
脂 、 皂 痛 、 生 物 碱 、 
测 器 无 法 比拟 的 优越 性 。 其 
以 用 来 检测 外 


@ 可 
性 剂 等 ; 
@ 对 流动 相 
@ 对 各 种 物 
@ 检测 灵 







































































主要 特点 包括 : 
挥发 性 低 于 流 








E 何 




















的 组 成 不 敏感 ， 
质 具 有 


可 以 























敏 度 要 高 于 低 波 长 紫外 检测 器 和 示 
操作 简便 ， 




















可 以 与 任何 品 收 





] 时 应 放 在 最 





高 灵敏 度 、 通 用 型 
当 族 化 合 物 等 无 紫外 吸收 或 紫外 来 让 


i 动 相 的 样 


三 。 








E 强 ， 结 构 简 单 ， 操 作 便利 。 然 


高 效 液 相 色 谱 仪器 系统 





6 一 光源 ; 7 一 狭 颖 1; 
13 一 流通 池 样 品 通 道 
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其 缺点 也 
度 系 数 约 为 5X10™， 
自 基 线 的 稳定 性 ， 
能 使 用 梯度 六 


大 


E 脱 。 


检测 器 ， 尤 其 对 一 些 较 难 分 析 的 样品 ， 如 磷 








口 
PD» 





于 梯度 洗 脱 ; 
几乎 相同 的 响应 ， 浓 度 测定 更 加 简单 易 行 ; 

















山 吸 收 的 化 合 物 更 具有 其 人 








发 、 糖 类 、 表 面 














KR 差 折 光 检 测 器 ， 检 测 限 可 低 至 10 "g; 
的 HPLC 系统 连接 。 













































































也 HPLC 检 


活 












































ELSD 由 和 雾 化 器 、 加 热 漂移 管 和 光 散 射 池 三 部 分 组 成 ( 见 图 4-28)。 色谱 流出 液 在 雾 化 器 
的 入 口 端 被 吹 入 的 气体 (通常 为 氮气 部 分 和 雾 化 ， 较 大 的 液 滴 聚 集 下 来 流 到 下 端的 虹吸 管 中 
作为 废 液 排出 ， 而 气 溶 胺 进入 到 管 中 。 气 溶胶 通过 蒸发 管 时 ， 其 中 的 溶剂 被 蔡 发 控 ， 剩 余 的 
样品 溶质 被 送 入 检测 池 。 由 于 ELSD 需 将 溶剂 ( 即 流动 相 ) 蔡 发 挥 才能 对 样品 深 质 进行 检测 ， 
所 以 要 求 色 谱 流 出 液 中 的 溶剂 是 可 蒸发 的 有 机 溶剂 或 水 , 而 不 允许 含有 无 机 酸 、 碱 或 盐 , ELSD 
通常 采用 的 溶剂 或 有 机 改 性 剂 列 于 表 4-12 中 。 
ER 四 ELSD 中 常用 溶剂 与 有 机 改 性 齐 

反 相 : CHJOH，CH3CN，H2O 
HPLC 流动 相 一 
正 相 : CHCl3，CH2Cl，(C2sHs)20，CeHis 

SFC 流动 相 CO,, CH3OH, (CsHs)3N 

其 他 流动 相 改 性 剂 NHsOH, (CH;)3N, NHsOAc, HCOOH, CH3COOH, CF3COOH 

在 蒸发 管 未 端 ， 载 气 将 样品 溶质 微粒 带 入 检测 池 。 检 测 池 由 一 定 角度 的 钨 / 押 灯 〈 有 的 
































ELSD 以 激光 作为 光源 ) 和 光电 倍增 管 组 成 。 光 源 发 出 的 光 在 样品 微粒 上 发 生 散射 后 被 光电 


倍增 管 检测 。 





散射 














已 日 
品 微粒 质量 


光 强 度 与 样 





的 关系 为 : 


改 | 小 


| ?os | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 








T=km? (4-4) 

式 中 ，m 为 微粒 质量 ， Kk、5b 为 实验 条 件 ( 如 温度 、 流 动 相 性 质 等 ) 决定 的 常数 。 因 此 可 
以 根据 散射 光 强 度 对 样品 进行 定量 分 析 。 

ELSD 作为 通用 型 检测 器 也 存在 着 一 些 不 足 : @ 耗 气量 大 (大 约 500ml/min， 相 当 于 1 钢 
瓶 气 体 /24h); @ 对 某 些 样品 〈 如 磷脂 ) 检测 器 线性 范围 较 窗 ， 质 量 与 峰 面积 有 时 不 成 线性 关 
系 ， 常 需要 通过 计算 机 模拟 来 校正 响应 ， 较 为 复杂 ; @ 若 样品 溶质 为 挥发 性 的 ， 将 会 与 溶剂 
一 同 燕 发 ， 导 致 无 法 检测 或 响应 极 弱 ， 往 往 需要 通过 降低 节 发 温度 才能 准确 定量 ，@ELSD 
检测 要 求 流动 相 及 流动 相 中 加 入 的 改 性 剂 必须 有 良好 的 挥发 性 ， 这 样 就 使 非 挥 发 性 的 缓冲 盐 
的 应 用 受到 了 限制 。 
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柱 流出 物 






流动 相 兹 发 


检测 





检测 信号 (色谱 图 ) 
光电 倍增 器 
发 光 散 射 检测 器 原理 
5.。 荧光 检测 器 ( FLD ) 
许多 化 合 物 ， 特 别 是 芳香 族 化 合 物 、 生 化 物质 ， 如 有 机 胺 、 维 生 素 、 激 素 、 酶 等 被 入 射 
的 紫外 光照 射 后 ， 能 吸收 一 定 波长 的 光 ， 使 原子 中 的 某 些 电子 从 基态 中 的 最 低 振动 能 级 跃迁 
到 较 高 电子 能 态 的 某 些 振 动能 级 。 之 后 ， 由 于 电子 在 分 子 中 的 碰撞 ， 消 耗 一 定 的 能 量 而 下 降 
到 第 一 电子 激发 态 的 最 低 振 动能 级 ， 再 跃迁 回 到 基态 中 的 某 些 不 同 振动 能 级 ， 同 时 发 射出 比 
原来 所 吸收 的 光 频 率 较 低 、 波 长 较 长 的 光 ， 即 荧光 。 被 这 些 物质 吸收 的 光 称 为 激发 光 ， 产 生 
的 荧光 称 为 发 射 光 。 荧 光 的 强度 与 入 射 光 强度 、 量 子 效 率 、 样 品 浓度 成 正比 。 荧 光 检 测 器 光 
路 系统 如 图 4-29 所 示 。 





















































































































































流动 池 


反射 楼 镜 
一 二 本 参 比 检测 吕 
Y 激发 波长 


| 尖 
发 射 波长 二 
点 时 波长 样 师 检测 器 


发 时 棱镜 
CE 时 划 区 光 检测 器 光路 系统 
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光源 发 出 的 光 经 半 透 镜 分 成 两 束 后 ， 分 别 通过 吸收 池 和 参 比 池 ， 再 经 滤 光 片 照射 到 光 
灌 增 管 上 ， 变 成 可 测量 的 信号 。 参 比 池 有 助 于 消除 外 界 的 影响 和 流动 相 所 发 射 的 本 底 荧光 。 
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一 般 采 用 和 氨 灯 作 光 源 ， 以 便 获 得 宽 波 长 范围 〈250 一 600nm) 的 连续 光谱 。 若 在 半 透 镜 前 置 
单 色 器 分 光 ， 测 量 池 后 也 采用 单 色 器 选择 测定 波长 ， 这 种 结构 即 为 荧光 分 光 检测 器 
某 些 物质 虽然 本 身 不 发 光 ， 但 含有 适当 的 官能 团 可 与 荧光 剂 发 生 衍 生化 反应 ， 生 成 菊 光 
衍生 物 ， 它 们 也 可 用 菊 光 检测 。 衍 生化 方法 有 两 种 : 其 一 为 柱 前 衍生 化 ， 此 法 较 简 单 ， 但 定 
其 二 为 柱 后 衍生 化 ， 此 法 重复 性 好 ， 但 会 造成 谱 峰 的 扩展 。 在 氨基 酸 和 肽 的 
分 析 中 ， 经 常 采用 荧光 胺 作为 衍生 化 试剂 ， 邻 葵 二 甲醛 、 丹 酰氯 也 是 常用 的 衍生 化 试剂 。 
FLD 的 最 大 优点 是 极 高 的 灵敏 度 和 良好 的 选择 性 , 其 灵敏 度 比 紫外 -可 见 检 测 器 高 约 两 个 
数量 级 ， 最 小 检测 量 可 达 10 5g， 适 合 于 痕 量 分 析 。 线 性 范围 较 宽 ， 约 为 10` 一 105， 可 用 于 
梯度 洗 脱 ， 受 外 界 条 件 的 影响 较 小 ， 而 且 它 所 需要 的 试 样 很 小 ， 因 此 在 药物 和 生化 分 析 中 有 
着 广泛 的 用 途 。 但 是 它 只 能 检测 有 荧光 基 团 和 衍生 化 之 后 有 荧光 基 团 的 化 合 物 ， 这 就 限制 了 
其 应 用 ， 而 且 对 通常 发 生 在 荧光 测量 中 的 一 些 干扰 非常 敏感 ， 如 背景 荧光 和 狂 灭 效应 等 。 
6. 电导 检测 器 (CD ) 
电导 检测 器 是 离子 色谱 中 使 用 最 广泛 的 检测 器 ， 其 作用 原理 是 用 两 个 对 电极 测量 水 溶液 
离子 型 溶质 的 电导 ， 由 电导 的 变化 测定 淋 洗 液 中 溶质 浓度 。 这 种 检测 器 的 死 体积 小 ， 如 采 
抑制 电导 法 ， 其 灵敏 度 可 达 10 sg/ml， 线 性 动态 范围 为 10?。 
将 电解 质 溶液 置 于 施加 电场 的 两 个 电极 间 ， 溶 液 的 电导 值 (电阻 值 R 的 倒数 ) 与 电极 截 
面积 4i、 两 极 间 的 距离 ! 和 各 离子 电导 的 总 和 zci?i 之 间 的 关系 为 : 
2 (4.5) 
R 1000 I 
式 中 ，ci 为 某 一 离子 的 物质 的 量 浓度 ; 大 为 该 离子 的 摩尔 电导 。 
离子 的 摩尔 电导 随 溶 液 浓度 的 改变 而 变化 。 在 无 限 稀释 的 情况 下 ， 离 子 的 摩尔 电导 达到 
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x 此 















































































































































































































































































































































最 大 值 ， 称 为 极限 摩尔 电导 。 表 4-13 中 列 出 了 常见 离子 在 水 中 的 极限 摩尔 电导 值 。 
水 溶液 中 离子 的 极限 摩尔 电导 
离子 各 离子 离子 1 离子 > 
OH 198 乙酸 盐 41 H! 350 Zn2+ 53 
F- 54 丙 酸 盐 36 工 让 39 Hg”! 53 
Cr 76 SCN- 66 Nar 50 Cu 和 55 
Br 78 SO 了 和 50 天 二 74 Pb 六 71 
T 77 CO3- 72 NH# 73 Co 53 
NO3 71 PO3- 69 Ag! 62 Fe3+ 68 
HCO3 45 Fe(CN)?- 101 Ti 75 Mg 六 53 
IO3 41 Fe(CN)3 111 Ca2+ 60 CH3NH# 58 
CIO3 65 BrO3 55 Sr 59 (CH3) NHS 52 
CIOF 67 酸 盐 56 Ba2+ 64 (CH3)3NH* 47 



























































导 测 量 中 ，4i 称 为 电导 池 常 数 (k)。 电 导 池 常数 为 1 时 ， 测 定 出 的 电导 值 称 为 比 电 
导 率 ， 其 单位 为 QL/cm， 水 溶液 的 电导 值 常用 单位 为 mQ/cem。 比 电导 率 仪 与 溶液 中 离子 浓度 
有 关 , 浓度 在 10 molL 以 下 的 稀 溶 液 , 离子 摩尔 电导 值 接近 极限 摩尔 电导 值 。 可 以 用 表 4-13 
的 数据 和 公式 〈4-$) 计算 溶液 的 电导 值 。 









































































































































性 | 小 


| ?10 


电导 检测 器 测量 的 是 溶液 
当 流 动 相 的 离子 浓度 4 
的 测量 。 温 度 对 电导 检测 器 的 影响 


质 。 
洗 脱 





| 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 











电导 检测 器 是 一 种 通 
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电化 学 检测 器 








;=~ 
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导 或 电阻 ， 医 












































有 具有 结构 简单 、 操 作成 本 低 及 死 体 积 小 等 特点 。 





此 ， 主 要 | 
便 定 时 ， 由 于 电导 检测 器 对 流速 和 压力 的 变化 不 敏感 ， 可 | 








于 检测 以 水 溶液 为 流动 相 的 离子 型 溶 
于 梯度 






































较 大 ， 每 升 高 1C， 电 








导 率 增加 2% 一 2.5%， 借 助 热 敏 


























电阻 监控 器 和 电子 补偿 电路 可 以 消除 温度 的 影响 ， 





设备 


电解 


时 要 
极 » 





中 。 
7. 安培 检测 器 


安培 检测 器 是 电化 学 检测 器 : 





反应 的 发 生 ， 即 在 外 加 









































辅助 电极 是 ) 














正 时 

















〈《 若 使 














间 发 生 和 氧化 (或 还 原 〉 反 应 ， 这 样 在 溶液 和 电极 之 间 就 会 产生 电子 转移 ， 从 而 形成 
收 、 放 大 并 记录 下 来 ， 就 可 得 到 色谱 图 。 
有 极 ， 电 极 可 用 于 较 高 的 正 电位 ， 故 能 检测 氧化 性 物质 ， 适 用 





这 种 








j 金 或 铂金 人 

















已 
起 电流 的 变化 而 进行 测定 的 一 种 方法 。 
工作 电极 一 般 是 以 碳 糊 、 石 墨 或 玻 碳 为 基质 ， 表 
按 一 定 比 例 挫 入 精制 液体 石蜡 、 润 滑 剂 、 矿 物 油 或 硅油 等 。 参 比 电极 一 般 为 Ag/AgCl 电 
出 成 的 。 一 般 在 工作 电极 和 参 比 
过 色谱 分 离 后 的 溶质 通过 一 个 很 小 体积 的 薄 层 池 ， 当 所 加 的 

















应 用 最 广泛 











的 一 种 检测 器 。 安 培 检测 器 要 求 在 电解 池内 有 








E 的 作用 下 ， 利 


























j 待 测 物质 在 电极 表面 上 发 生 氧 化 还 原 反 应 引 

















般 情况 下 电 寻 检测 器 都 应 置 于 绝热 恒温 















































用 经 过 严格 抛光 制 成 。 碳 糊 电 极 在 制 





备 















































昌 极 之 间 施 加 一 恒定 的 电位 ， 经 


























还原 剂 则 所 加 的 








位 比 要 分 析 溶 质 的 氧化 电位 更 














位 要 比分 析 溶 质 的 还 原 电 位 更 负 ), 溶质 就 会 在 电极 和 溶液 之 


























电流 。 将 











很 微弱 的 电流 接 
安培 检测 器 采 





























响 





固体 工作 





























范围 很 宽 ， 一 般 是 4 一 5 个 数量 级 ， 有 的 可 达 6 个 数量 级 。 






































] 的 



































E， 对 流动 相 的 流速 、 温 度 、pH 值 等 因素 的 变化 比较 敏感 ， 在 测量 


昌 解 反应 ， 引 起 干扰 。 此 外 ， 由 于 电极 表面 不 能 


应 快 ， 噪 声 低 ， 灵 敏 度 高 ， 最 小 检测 限 可 达 10 一 10- 
流动 相 必 须 具 有 导电 怕 
虹 流 时 ， 流 动 相 中 痕 量 的 氧 也 可 











能 发 生 
































更 新 


发 光 
测 物 
氨基 








， 容 易 污 染 ， 


8. 化 学 反应 检测 器 


需要 经 常 清洗 或 更 换 。 























HPLC 的 发 展 要 求 通 
者 都 是 选择 型 检测 器 ， 要 求 被 测 4 























了 适 

















型 的 高 灵敏 度 检测 器 。 
萄 质 上 只 有 某 些 特定 的 性 质 。 
散射 的 灵敏 度 皆 不 高 ， 达 不 到 分 析 微 量 
质 进行 茶 种 化 学 反应 《衍生 反应 、 酶 反应 等 ) 后 
酸 分 析 仪 是 其 典型 应 用 。 将 无 色 的 氨基 酸 通 过 
生成 在 570nm 处 有 强 吸收 的 有 人 色 化 合 物 ， 然 后 用 紫外 -可 见 光 吸收 检测 器 检测 。 表 4-14 列 出 





























用 于 化 学 反应 检测 器 的 一 些 化 学 物质 。 
用 于 HPLC 化 学 反应 检测 器 的 某 些 化 学 物质 








安培 检测 器 结构 简单 ， 池 体积 小 ， 
“， 选 择 性 高 。 但 是 安培 检测 器 所 使 
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以 及 痕 咎 








看 介绍 的 HPLC 常用 检测 器 中 灵敏 度 高 
通用 型 的 检测 器 如 示 差 折光 和 未 
的 。 化 学 反应 检测 器 就 是 将 被 
j 高 灵敏 度 的 菜 种 检测 器 进行 检测 。 








































































































色谱 柱 分 离 后 与 衍生 化 试剂 草 三 酮 反应 ， 






















































































试 剂 检测 化 合 物 说 明 
荧光 胺 胺 、 氮 基 酸 、 肽 快速 ， 很 灵敏 ， 荧 光 检 测 
邻 茶 二 甲醛 腕 、 氨 基 酸 快速 ， 很 灵敏 ， 荧 光 检 测 
节 三 酮 胺 、 和 氨基酸 140C，lmin，570nm、440nm 检测 
邻 硝 基 酚 酸 钠 羧 酸 、 其 他 酸 快速 ，432nm 检测 
2.4- 二 硝 基 葵 及 醛 、 陋 反应 时 间 3min，430nm 检测 
Gr 酚 、 糖 类、 省 酸 、 其 他 可 氧化 有 机 物 。 | 加 区 放 对 人 用 温度 对 个 周作 会 多 不 
酶 和 酶 作用 物 酶 抑制 剂 ( 如 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 杀 虫 剂 ) 很 灵敏 ， 特 征 反应 












































































































































































































































加 时 
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续 表 
试 剂 检测 化 合 物 说 明 
ee 任何 酶 类 《例如 乳酸 脱氧 栈 、 肌 磷酸 转 | ， 本 
对 某 一 特定 酶 的 反应 物 移 酶 、 碱 性 磷酸 琵 等 ) 很 灵敏 ， 特 征 反应 
I 亚 硝 酸 酯 、 亚 硝 酰 、 亚 硝 基 、 氨 基 甲 酸 A . : 
Griess 试剂 酷 、3 硝酸 烷 基 本 反应 时 间 3min，550nm 检测 
铁 氰 化 合 物 还 原 糖 、 可 氧化 的 化 合 物 电化 学 检测 器 检测 亚 铁 氛 化 物 
新 亚 铜 试剂 还 原 糖 反应 3~15min，97'C 
5,5"- 二 人 硫 代 (2- 硝 基 ) 茶 甲酸 硫 醇 或 带 有 一 SH 的 酶 类 快速 反应 ，412nm 检测 
A er 75°C, Smin, hex 400nm, 4em 510nm， 
乙 二 胺 -六 氰 高 铁 酸 盐 儿 茶 酚 朋 荧光 检测 
SR a 20°C, 10~15min, 4x 535nm, Aem 
Kober 有 反应 (人 硫酸- 氧 醒 ) 雌 激 素 类 56lnm， 荧 光 检 测 
_ A 60°C, 2min, hex 365nm, 4em 460nm， 
9,10- 菲 醒 【 基 化 合 物 荧光 检测 
到 人 100C，2min，4ex 380nm，4em 450nm， 
入 甲 基 烟 酰 毛 CH2z 一 CO 一 基 团 荧光 检测 
,加 和 44 3 70°C, 2min, 4ox 360nm, 4em 460nm， 
异 烟 腓 A -3-17 酮 省 类 荧光 检测 














化 学 反应 检测 器 的 最 初 阶段 多 采用 液 液化 学 反应 ， 这 种 反应 方式 会 引起 本 底 增 高 ， 并 由 
柱 外 效应 引起 谱 带 展 宽 ， 限 制 了 化 学 反应 检测 器 的 使 























加 





展 了 





相 化 学 反应 检测 器 。 




















] 。 近 年 来 开始 探索 液 固 化 学 反应 在 
这 大 大 减 小 了 柱 外 效应 ， 过 量 的 反 























应 试剂 和 催化 剂 也 不 会 进入 检测 器 ， 减 小 了 本 底 和 对 谱 带 展 宽 的 影响 ， 使 化 学 检测 器 得 到 较 


快 
En 





组 











发 
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人 
砚 











学 反应 检测 器 中 的 应 用 ， 发 
的 发 展 。 特 别 是 近年 来 生物 
的 检测 能 

9. 其 他 检测 器 

在 HPLC 

















(1) 介 电 常数 检测 
流出 组 分 的 改变 ， 其 


分 








< 





除 上 述 常 用 检测 器 外 ， 还 : 








医学 

















器 











种 通 

















介 电 常 





数 、 电 容量 也 改变 ， 





的 变化 。 介 电 常 数 检 测 器 性 能 类 似 于 示 差 折光 检测 器 ， 但 其 应 用 不 如 前 者 普 这 。 





有 一 些 检测 器 可 供 选 择 使 用 。 
型 检测 器 ， 灵 人 敏 度 低 ， 通 用 


使 用 了 固定 化 酶 反应 器 ， 大 大 提高 了 HPLC 化 学 反应 检测 
























































性 强 。 工 作 原 理 : 随 流 动 相 
因此 测定 流动 相 的 电容 量变 化 ， 即 可 检测 



































(2) 电位 测定 检测 器 利用 离子 选择 电极 测定 流出 液 的 电位 ， 流 出 液 组 成 改变 ， 电 位 也 























生变 化 。 使 ) 





变化 情况 。 
(3) 放射 性 检测 器 























， 对 没有 放射 性 的 流动 相 成 分 的 改变 不 敏感 ， 可 有 效 地 使 用 梯度 洗 
(4) 光电 导 检 测 器 是 利用 某 些 化 合 物 受 强烈 紫外 光照 射 引起 光 
检测 。 这 种 检测 器 对 讽 代 物 和 廊 














电导 池 ， 





一 种 


j 不 同 的 离子 选择 电极 〈 如 元 离子 电极 、 银 离子 电极 等 ) 可 测定 不 同 














检测 流动 相 : 

















有 放射 性 标记 组 分 的 特殊 检测 器 。 其 








的 离子 浓 











一 | 











向 应 范围 很 
脱 技 术 。 
电离 形成 离子 的 现象 ， 





























F 多 含 硫 和 氮 的 光敏 化 合 物 有 选择 性 响应 。 光 电导 











检测 器 对 茶 些 化 合 物 的 灵敏 度 比 紫外 -可 见 光 吸收 检测 器 还 高 , 可 达 10g, 两 者 线性 范围 相似 。 


联 
每 








机 时 
一 个 色谱 峰 的 红外 光 





(6) 手 性 检测 器 ”常用 的 手 性 检测 器 包括 激 六 











药 

















物 等 具有 光学 对 映 异 





(5) 红外 检测 器 ”红外 吸收 可 用 f 
能 用 于 流动 相对 所 
FTIR 作为 检测 器 不 同 ， 后 者 由 于 快速 扫 
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图 。 





构 























FE HPLC 的 选择 性 检测 。 
红外 波长 没有 吸收 的 体系 。 























这 种 方法 主要 用 于 凝 胶 色谱 ， 
这 里 所 说 的 红外 检测 器 与 HPLC-FTIR 



































描 和 快速 傅 里 叶 变 换 ， 不 用 停 流 就 可 以 得 到 

















6 旋光 检测 器 和 圆 二 色 检 测 器 。 主 要 用 于 对 





体 的 分 离 分 析 。 旋 光 检 测 器 是 基于 旋光 活性 化 合 物 折射 率 的 差异 进 
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行 分 离 ， 对 旋光 化 合 物 而 言 是 一 种 通用 





发 色 团 


其 较 























的 分 子 的 不 对 称 性 
旋光 检测 器 具有 更 高 的 选择 性 。 
解 气体 等 造成 的 压力 改变 而 导致 的 流动 相 折射 率 变化 非常 敏感 。 



































一 、 管 路 和 连接 件 


1. 管 路 


根据 承受 压力 的 大 小 包 
用 的 管 路 材质 包括 不 锈 钢 
路 材质 选择 的 不 合适 ; 
不 锈 钢管 耐 腐蚀 性 好 ， 有 精 
物 管 ， 且 价格 高 ， 制 造 工 艺 要 








切 

















废 液 


A 
BE? 
旺 





口 不 易 平整 ， 
现在 一 般 从 专业 公司 购买 的 基本 者 
好 的 可 塑性 管子 ， 
色谱 中 ， 从 储 液 瓶 到 泵 一 般 使 
EF 器 排 液 口 等 一 般 可 
耐 高 温 、 


水 解 等 性 能 ， 一 般 可 耐 30MPa 


气 乙 烯 
E 。 一般 在 深圳 
、 放 空间 管 路 、 进 

PEEK《〈 聚 醚 醚 酮 ) 是 一 和 
和 耐 化 学 品 、 耐 磨损 、 耐 





制 方便 ， 适 宜 于 生物 样品 的 分 离 分 析 与 秆 

在 液 相 色谱 系统 
谱 峰 的 展 宽 。 管 路 引起 的 峰 展 宽 正 比 了 
及 柱 到 检测 器 应 尽 可 能 采 























器 到 柱 
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Jj 引 起 左右 两 


已 、 
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型 检测 器 ， 圆 二 色 检 测 器 是 基于 
































偏振 光 














二 者 都 是 

















第 五 他 ”色谱 配件 


[流动 相 、 样 品 

















周二 色 性 ( 





| 于 包含 

















性 能 的 差异 , 液 相 色谱 ! 


Au 


























聚 四 








氟 乙 烯 








ES 
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导 致 1 


谱 带 展 宽 ， 


至 引起 样品 变性 ， 直 接 


pA 
京 2 [ 











等 

















pp 
[al 


的 同 轴 度 ， 一 般 用 于 有 高 压 的 部 分 。 
求 精密 ， 因 此 在 吸 液 、 排 液 等 部 分 不 采用 。 
选用 时 应 注意 管 孔 、 接 头 孔 的 逻 配 。 新 购买 的 管线 需要 } 
经 过 处 理 ， 可 直接 使 用 


有 不 同 的 光 吸 收 的 现象 ) 制造 的 检测 器 ， 
等 灵敏 度 的 检测 器 ， 对 温度 和 泵 的 脉动 、 溶 


需要 采用 不 同 材质 的 管 路 ， 
聚 乙 烯 或 肾 丙 烯 管 ， 以 不 锈 钢管 最 为 常用 。 
























































不 锈 钢管 不 


前 分 析 结 果 的 可 靠 性 。 
但 其 柔韧 性 不 如 


聚合 


易 切割 ， 














洗 才 能 


直上 
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]， 但 是 























和 SS 日 四 


昌 不 取 
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， 除 柱 系统 外 ， 














介 格 低 ， 可 适应 
用 聚 四 氟 乙 烯 管 


全 用 聚 乙 炳 或 聚 丙 炳 




















管 : 
目 ' 。 


















































j 较 短 














高 性 能 


F 管 路 的 长 度 ， 志 随 管 路 内 径 增 大 自 
内 径 的 连接 管 , 采用 大 内 径 柱 可 以 用 较 大 内 径 的 

















的 高 压 ， 比 不 锈 





| 备 ， 























人 








的 热塑性 特种 工程 塑料 ， 具 有 良好 的 力学 性 能 
有 性 ， 且 切 
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钢管 更 具 





一 般 用 在 生物 分 离 泵 等 系统 中 代替 不 锈 钢 
管 路 、 连 接 件 以 及 进 样 器 、 检 测 器 的 死 体积 均 可 引起 




















较 细 























管 路 ， 管 路 选择 的 基本 原则 是 : 


2. 











材质 ， 如 PEEK 头等 ， 
是 渗 漏 或 死 体积 











连接 件 

连接 件 是 液 相 色 谱系 统 
低压 接头 。 高 压 接 头 一 般 为 不 锈 钢材 质 ， 需 要 使 
般 只 需 手 拧 即 可 安装 。 不 管 是 哪 种 





让 





有 样品 通 











Ph 连接 管 路 和 各 个 组 











过 的 管 路 内 径 要 















































扳手 等 工 























增 大 ， 需 拆 下 








不 锈 钢 接头 耐 压 











柔 





高 但 是 其 











钢 连接 件 应 尽 可 能 固定 使 用 。 
路 口 之 间 的 距离 ， 不 同 的 生产 ] 


























新 的 连接 伯 














和 调 增 加 ， 因 此 从 进 样 


容器 的 形状 ， 对 HPLC 使 用 的 化 学 
， 检 测 器 出 口 





之 后 的 
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已。 
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[上 























， 而 排放 管 路 应 尽 可 能 稍 粗 。 


伯 的 媒介 ， 俗 称 接头 ， 一 般 分 为 高 压 接头 和 
安装 ， 低 压 接头 常 采用 
接头 ， 发 生 的 故障 相似 ， 一 般 痢 


高 到 


物 




















重新 安装 或 更 换 。 接 头 安装 时 不 要 拧 太 紧 ， 保 证 不 漏 液 即 可 。 
声 性 差 ， 不 适宜 反复 拆伙 安装 ， 所 以 色谱 柱 与 保护 住 之 间 的 不 锈 

















一 般 卡 套 和 螺母 分 离 包 装 ， 使 





二 、 其 他 配件 
1， 脱 气 及 脱 气 装置 








气泡 是 高 效 液 相 系统 不 可 避免 的 问题 。 











储 液 瓶 使 用 。 











过 滤 的 滤 
说 0.45Shm 已 经 足够 使 























商标 准 各 : 








有 不 同 ， 安 装 时 需 注 意 甄 别 。 











流动 相配 好 后 首 



























































| 前 需 定位 




















己 六 A 
FE 套 和 Es 


需要 经 过 过 滤 和 脱 气 才能 放 入 
划分 为 有 机 系 膜 和 水 系 膜 ， 规 格 分 为 0.222m、0.45pm 不 等 ， 一 般 来 


1 ，0.22hm 主要 用 在 LC-MS 系统 上 。 有 机 系 膜 用 来 过 滤 纯 有 机 流动 相 


和 部 分 含有 机 溶剂 流动 相 ， 水 系 膜 只 能 过 滤 纯 水 和 水 溶性 缓冲 起 流动 相 ， 切 不 可 过 滤 有 机 溶 

















| 











第 四 章 ， 高 效 液 相 色谱 仪器 系统 | ”113 | 























剂 ， 否 则 水 膜 会 被 溶解 。 脱 气 分 为 离线 泵 前 脱 气 和 在 线 脱 气 。 目 前 离线 泵 前 脱 气 一 般 使 用 超 
声波 脱 气 法 ， 一 般 500ml 溶液 超声 20 一 30min 即 可 ， 但 需 注意 超声 后 流动 相 需 冷却 后 使 用 。 
现代 高 效 液 相 色 谱系 统一 般配 置 在 线 脱 气 装置 ， 将 真空 脱 气 装置 串联 在 储 液 系统 中 ， 利 
半 透 膜 过 滤器 ， 只 允许 气体 分 子 通过 ， 液 体 分 子 无 法 通过 ， 这 样 将 溶解 在 流动 相 中 的 微量 
气体 排除 。 使 用 在 线 真空 脱 气 机 可 以 有 效 地 降低 基线 噪声 ， 保 证 保留 时 间 的 重 现 性 ， 从 而 达 
到 良好 满意 的 分 析 结 果 。 

2. 在 线 清洗 装置 

高 效 液 相 色谱 系统 经 常 使 用 缓冲 盐 流动 相 ， 长 期 使 用 缓冲 盐 会 加 速 柱 塞 杆 、 密 封 圈 的 磨 
损 ， 进 而 导致 各 种 问题 。 在 线 清洗 装置 就 是 在 泵 头 安装 一 个 蠕动 泵 清洗 器 ， 一 般 使 用 10% 异 
丙 醇 水 溶液 冲洗 柱 塞 杆 和 密封 团 ， 可 有 效 地 减 小 密封 圈 的 磨损 。 需 要 注意 的 是 : 一 旦 安装 了 
在 线 清洗 装置 ， 一 定 要 设置 蠕动 泵 的 转速 ， 维 持 每 分 钟 几 滴 流 量 即 可 。 

3. 柱 温 箱 
柱 温 箱 是 高 效 液 相 色 谱 的 重要 配套 设施 之 一 ， 正 确 控制 色谱 柱 的 温度 ， 对 提高 色谱 柱 柱 
效 、 改 善 色谱 峰 分 离 度 、 缩 短 保留 时 间 以 达到 理想 的 分 析 效 果 非 常 重要 。 
柱 温 箱 一 般 由 温度 控制 器 及 恒温 箱 两 部 分 组 成 ， 如 Agilent HPLC 1200 标 配 的 柱 温 箱 利 
用 半导体 控制 温度 ， 溶 剂 管 路 先 在 柱 温 箱 中 预 热 ， 然 后 才 进 入 柱子 ， 保 证 温度 的 稳定 性 。 温 
度 控制 范围 可 达 低 于 室温 10 一 80C， 降温 速度 快 , 温度 控制 稳定 , 保证 了 保留 时 间 的 重 现 性 。 

第 六 闻 ” 液 相 色 谱 仪 器 常见 问题 及 解决 方法 

一 、 液 相 色 谱 输 液 泵 常见 故障 

泵 是 液 相 色 谱 最 重要 的 核心 部 件 之 一 , 要 保持 泵 的 良好 操作 性 能 , 必须 保持 系统 的 清洁 ， 
保证 溶剂 和 试剂 的 质量 ， 对 流动 相 进 行 过 滤 和 脱 气 。 

预防 泵 故障 可 采用 以 下 措施 : 高 质量 试剂 和 HPLC 级 溶剂 ， @ 过 滤 流 动 相 和 溶剂 并 脱 
气 ; @ 每 天 开始 使 用 时 放空 排 气 ， 工 作 结束 后 从 泵 中 洗 去 缓冲 液 ，@ 不 让 腐蚀 性 溶剂 滞留 泵 
; @@ 定 期 更 换 密封 圈 ， 必 要 时 添加 润滑 油 ; @ 流 速 调节 应 缓慢 渐进 , 切 勿 大 流速 开 泵 关 录 。 
液 相 色 谱系 统 故 障 有 一 半 以 上 都 是 由 泵 故障 引起 的 , 表 4-15 中 给 出 了 液 相 色 谱 泵 常见 的 
一 些 故 障 及 解决 方法 。 
常见 的 液 相 色 谱 和 泵 的 故障 及 解决 方法 
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现 和 原因 排除 方法 
泵 不 工作 (风扇 不 转 ，| 1， 奈 电 源 连 接 不 正常 1， 检 查 各 种 连 线 、 插 线 板 、 电 源 等 是 否 正常 
面板 灯 不 亮 ) 2， 保 险 丝 烧 断 2， 更 换 保险 丝 
1， 泵 头 内 有 气泡 积聚 1， 排 除 气泡 
2， 入 口 单 向 阀 堵塞 2. 清洗 或 更 换 
3. 出 口 单 向 阀 堵 蹇 3. 清洗 或 更 换 
ee 4， 密 封 圈 损 坏 4， 更换 
5， 排 空间 打开 或 泄漏 5， 关 闭 排 空间 ， 如 果 溶 剂 继续 泄漏 ， 更 换 密封 妆 
6， 泵 头 溶剂 不 互 深 6， 改 用 互 溶性 溶剂 冲洗 泰 
7. 泵 马达 问题 7. 联系 供应 商 
8. 线路 板 故障 8. 联系 供应 商 
1. 密封 圈 磨 损 1. 更 换 
ce 2， 柱 塞 杆 磨损 2， 修 理 或 更 换 
硝 头 泄漏 3， 泵 头 太 松 3， 旋 紧 泵 头 螺栓 ， 注 意 力量 均匀 ， 吕 免 过 紧 
4， 进 口 单 向 阀 未 拧紧 4， 拧 紧 (注意 不 要 太 紧 ) 
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现 象 原 因 排除 方法 
1. 流动 相 脱 气 不 彻底 1. 重新 过 滤 脱 气 ， 必 要 时 使 用 在 线 真空 脱 气 机 
2， 和 泵 头 内 有 气泡 积聚 2. 排除 气泡 
3.， 泵 头 溶剂 不 互 溶 3. 更 换 合适 互 溶性 溶剂 
泵 脉冲 /流速 不 稳 4. 泵 密封 圈 或 柱 塞 杆 磨 损 4， 更 换 
5， 入口 阀 脏 或 失效 5， 清洗 阀 或 更 换 
6. 高 灵敏 噪声 过 滤器 堵塞 或 有 缺损 | ”6. 检查 并 排除 
7. 系统 其 他 位 漏 液 或 堵塞 7. 逐 段 检查 管 路 进行 排除 
1. 压力 传感器 损坏 1. 更 换 压 力 传感器 
i 2， 进 样 阅 、 厅 连接 管 路 泄漏 2 排除 泄漏 
A 1. 某 连 接 件 处 泄漏 1. 检查 泄漏 部 位 并 排除 
压力 低 于 正常 从 。 | 。 密封 图 损坏 2. 更 换 
1. 泵 出 口 过 滤器 堵塞 1. 拆 下 用 5% 硝 酸 超声 清洗 ， 换 纯 水 洗 净 后 装 上 
2. 色谱 柱 或 保护 住 被 杂质 堵塞 2. 更 换 色 谱 柱 或 保护 住 ， 或 者 重新 装填 柱头 
压力 高 于 正常 什 3. 某 处 管 路 连接 件 堵塞 3. 逐 段 检查 并 排除 
4. 压力 传感器 指示 不 正确 4. 打开 放空 间 , 设置 流速 为 零 ， 调节 传感器 压力 为 
零 ， 必 要 时 更 
压力 不 稳 压力 波动 一 般 是 流速 不 稳定 引起 的 参见 “流速 不 稳 ” 解 决 办 法 
1. 泵 密封 轿 干 化 1. 若 适用 ， 清洗 柱 塞 ， 清 洗 系统 ; 用 适当 的 溶剂 通 
认 运 转 声音 异常 2. 泵 密封 圈 不 适应 流动 相 ( 常 表现 过 泵 头 的 路 径 润 湿 柱 塞 
全 全 人 司 夺 下 在 正 反 相 溶 剂 切换 中 ) 2. 更 换 与 流动 相 所 使 用 溶剂 匹配 的 专用 密封 图 
3. 柱 塞 杆 密封 黏 结 3. 检查 ， 更 换 
、 自 动 进 样 器 常见 故障 
正确 使 用 进 样 器 对 分 析 结 果 的 准确 性 和 重复 性 至 关 重 要 。 进 样 器 损坏 或 零件 不 配套 可 引 
起 峰 变 宽 、 样 品 体积 改变 、 渗 漏 或 压力 升 高 。 表 4-16 给 出 了 一 些 常 见 的 自动 进 样 器 故障 现象 
及 解决 办 法 。 
预防 进 样 器 故障 的 措施 包括 : 唆 正 确 安 装 进 样 阀 , 保持 清洁 ; 包 样 品 必须 是 无 固体 颗 
粒 的 均匀 液体 ， 对 于 特别 脏 的 样品 ， 必 要 时 可 经 0.4$hm 滤 膜 过 滤 ， 样 品 应 选用 合适 溶剂 
溶解 ， 与 流动 相互 溶 ; @ 样 品 瓶 应 充分 洗 净 后 使 用 ， 大 小 匹配 样品 架 ， 瓶 盖 隔 膜 垫 密封 性 
能 良好 ， 便于 针头 穿刺 数 次 不 滩 漏 ， 无 残留 样品 积聚 隔膜 热 处 ; 样 碧 品 支架 & 安 装 到 位 ， 
避免 针 扎 错位 ; 回 进 样 针 应 经 党 检查 维护 ， 必 要 时 更 换 ， 注 意 准 确 设置 针 吸 液 高 度 ， 防 止 
针头 弯曲 ，@@ 编 辑 进 样 器 冲洗 程序 ， 每 次 进 样 前 和 进 样 后 都 应 冲洗 进 样 阅 ， 清 洗 针 外 壁 ， 
防止 交 又 污染 ; @ 建 立 系统 期 间 核 查 档案 ， 定 期 对 进 样 器 进行 峰 面积 重复 性 考察 ， 随 时 维 
护 校 正 。 
常见 的 自动 进 样 器 故障 现象 及 解决 方法 
现 象 原 因 排除 方法 
1， 进 样 阀 本 身 问题 1. 清洗 ， 维 修 或 更 换 
2， 针头 堵塞 2， 玻 通 进 样 针 ， 必 要 时 更 换 
3. 注射 器 或 样品 定量 环 装置 中 有 气泡 3， 排除 气泡 
样品 进 样 问题 (不 进 4. 从 空 样品 瓶 中 进 样 4. 检查 样品 瓶 位 置 ， 设 置 正确 瓶 号 
样 ， 出 现 不 正常 峰 型 ) | “5. 样品 瓶 中 样品 量 少 5.， 增加 样品 量 或 使 用 内 插 管 
6. 样品 黏度 太 大 6. 减 慢 针 抽样 速度 或 用 合适 溶剂 稀释 
7. 进 样 口 顶端 螺母 太 紧 〈 产 生 真空 ) 7. 旋 松 
8， 进 样 器 密封 热 问 题 8， 更换 
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第 四 章 高 效 液 相 色谱 仪器 系统 
续 表 
| 
ee 1 更 换 清洗 针头 的 溶剂 ， 更 换 被 污染 的 砂 芯 ; 
样品 残留 te 反复 多 次 清洗 针 ， 增 加 清洗 针 溶剂 体积 
: 加 2， 减 小 进 样 体积 或 更 换 大 定量 环 
1， 瓶 中 样品 量 不 够 1， 保 证 样品 量 足 够 ， 调 整 好 针 吸 液 高 度 
2， 注 射 器 泄漏 2. 修理 ， 更 换 
3， 样 品 猪 度 天 3， 稀释 样品 或 减 慢 针 抽取 样品 速度 
进 样 体积 不 准确 4， 样 品 翘 中 产生 真空 4， 旋 松 瓶 盖 ， 瓶 中 样品 不 要 装 大 满 
5， 由 泰 流量 不 稳 ， 温 度 波动 等 系统 问 | 5， 检查 基线 是 否 稳 定 ， 出 峰 保留 时 间 是 否 一 致 ， 
题 引起 排除 系统 问题 
6. 计量 泵 不 准 6. 校准 计量 泵 ， 必 要 时 更 换 
1 针头 从 样品 瓶 盖 中 不 能 拔 出 1 去 掩 样品 瓶 盖 ， 更 换 杰 遇 针头 
针头 村 2， 隔 膜 垫 阻力 太 大 2， 选 用 合适 的 隅 膜 执 
3、 样品 架 安装 不 到 位 3， 重 新 安装 样品 各 





三 、 根 据 色 谱 图 的 变化 判断 仪器 故障 

色谱 分 析 的 焦点 是 色谱 图 。 不 管 分 析 何 种 类 型 
变异 、 宽 峰 、 肩 峰 甚至 出 负 峰 等 问题 。 根 据 色谱 图 
分 析 方 法 是 否 理 想 ， 
色谱 的 核心 就 是 “看 图 说 话 ” 优秀 的 
表 4-17 列 出 了 常见 的 一 些 色谱 




























































































的 相 
的 变化 可 以 判断 
F， 进 而 得 到 满意 的 分 离 分 
色谱 工作 者 必须 根据 色谱 图 


从 而 不 断 改 进 分 析 方 法 ,优化 仪器 条 们 

















F 品 ， 多 少 会 遇 到 色谱 峰 不 对 称 或 
仪器 状态 是 否 合适 ， 
































的 变化 分 析 原 





图 问题 及 相关 的 分 析 原 
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和 解决 办 法 。 
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, 解决 问题 ， 









































































































































































































































































































































区 常见 色谱 图 问题 及 相关 原因 分 析 和 解决 办 法 
现 象 原 因 排除 方法 
1. 检测 器 选择 不 当 1. 选择 合适 的 检测 器 ,如 样品 没有 吸收 就 不 要 选 
UV-VIS， 而 应 换 用 其 他 检测 器 
2. 样品 浓度 低 于 仪器 检 出 限 2. 增 大 样品 浓度 ,改进 方法 ， 选 用 灵敏 度 高 的 检 
进 样 后 不 出 峰 测 器 
3. 信号 记录 问题 3. 检查 信号 记录 连接 线 ， 保 证 采样 正确 及 时 
4. 注射 器 堵塞 或 泄漏 导致 样品 没 4， 修理 或 更 换 注射 器 
有 被 注入 色谱 系统 
1. 进 样 针 漏 1. 更 换 进 样 针 
2. 定量 环 堵塞 2， 了 玻 通 定量 环 ， 必 要 时 更 换 
峰 响 应 强度 低 3. 信号 衰减 设置 错误 3. 设置 正确 的 信号 衰减 比 
4. 其 他 进 样 体积 不 准确 引起 的 4. 参见 自动 进 样 器 故障 排除 章节 
原因 
1. 样品 中 有 其 他 组 分 1. 正常 
2. 进 样 过 程 污染 2. 充分 清洗 进 样 装置 ， 防 止 交 叉 污染 
3. 上 次 进 样 色谱 柱 中 未 被 洗 脱 的 3. 重新 用 强 洗 脱 剂 冲洗 色谱 柱 再 换 用 流动 相 充分 
额外 的 峰 组 分 了 衡 | 
4. 鬼 峰 4. 检查 流动 相 是 否 干净 ; 尽量 使 用 流动 相 作 为 样 
品 溶剂 ; 减少 进 样 体积 , 合理 调整 进 样 量 ， 检 
查 检测 器 是 否 被 污染 ; 若 为 梯度 洗 脱 ， 进 空 
试 样 扣除 基线 噪声 
1. 柱 温 低 1， 调整 合适 柱 温 
2. 样品 溶剂 选择 不 适当 2. 选择 合适 样品 溶剂 ， 尽 量 选用 流动 相 
峰 前 延 3. 样品 过 载 3. 减 小 进 样 体积 或 稀释 样品 浓度 
4. 保护 柱 失效 4. 更 换 保护 柱 芯 或 重新 装填 
5. 色谱 柱 性 能 下 降 或 不 合适 5. 修复 或 更 换 色 谱 柱 


改 | 小 
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分 析 化 学 手册 ' 6 | 液 相 色谱 分 析 
现 象 原 因 排除 方法 
1. 色谱 柱 选择 不 当 ， 试 样 与 固定 1. 选用 合适 色谱 柱 
相间 有 作 
2， 进 样 技术 差 2. 提高 进 样 技术 
3. 样品 在 流动 相 中 溶解 度 小 3. 换 用 溶解 性 强 的 流动 相 或 者 先 用 强 溶剂 溶解 样 
品 ， 大 量 流动 相 稀释 
4. 进 样 量 过 大 4. 减少 进 样 量 ， 避 免 样 品 过 载 
疾 拖 尾 5. 色谱 柱 筛 板 堵 塞 或 脏 5. 超声 清洗 得 板 或 更 换 
6. 色谱 柱 柱头 塌陷 6. 重新 装填 色谱 柱头 
7. 保护 柱 失效 7. 更 换 或 重新 装填 保护 柱 芯 
8. 存在 未 被 完全 分 离 的 峰 8. 优化 分 析 方法 分 离 未 被 分 离 的 峰 , 梯度 洗 脱 或 更 
换 长 柱 分 析 
9. 流动 相 选择 不 当 9， 使 用 添加 剂 抑 制 ， 消 除 拖 尾 
10. 色谱 柱 与 阀 的 连接 管 连接 处 10. 更 换 连 接 件 重新 安装 
出 现 死 区 
1. 流动 相 组 成 变化 1. 重新 制备 新 的 流动 相 
2. 流动 相 流 速 太 低 2. 调节 流速 
3. 漏 液 (特别 是 在 柱子 和 检测 器 3. 检查 接头 是 否 松 动 、 有 泵 是 否 漏 液 、 是 否 有 盐 析 出 
之 间 ) 以 及 不 正常 的 噪声 。 如 果 必 要 更 换 密封 
4. 检测 器 时 间 和 常数 太 大 4. 调整 设 定 
5. 柱 外 效应 影响 : 5. 采取 各 种 措施 尽量 减 小 柱 外 效应 : 
Q@ 柱子 过 载 G@ 减 小 进 样 体积 
@ 检测 器 对 反应 时 间或 池 体 积 @ 减少 响应 时 间或 使 用 更 小 的 流通 池 
响应 过 大 
@ 柱子 与 检测 器 之 间 的 管 路 太 | 回 减 小 管 路 长 度 ， 使 用 内 径 合适 的 短 管 路 
峰 宽 长 或 管 路 内 径 太 大 
@ 记录 仪 响应 时 间 太 长 @ 减少 响应 时 间 
6， 缓冲 液 浓度 太 低 6. 增 大 绥 冲 液 浓 度 ， 调 整合 适 的 pH 值 
7， 保 护 柱 污 染 或 失效 7. 更 换 或 重新 装填 保护 柱 
8. 柱头 塌陷 ,色谱 柱 污染 或 失 8. 重新 装填 被 污染 的 部 分 ， 再 生 色 谱 柱 或 更 换 
效 ， 塔 板 数 较 低 新 柱 
9. 呈现 两 个 或 多 个 未 被 完全 分 9. 优化 分 离 条 件 ， 分 离 未 被 分 离 组 分 
10， 柱 温 过 低 10. 调整 适宜 柱 温 
11. 保留 时 间 过 长 11. 改变 流动 相 组 分 增加 洗 脱 能 力 或 者 使 用 梯度 
洗 脱 
1. 色谱 柱 柱 效 下 降 或 被 污染 1. 修复 色谱 柱 或 更 换 
2. 保护 柱 失效 2. 更 换 或 重新 装填 保护 柱 芯 
峰 分 又 3. 进 样 体积 太 大 或 样品 浓度 高 致 3. 减 小 进 样 体积 或 稀释 样品 浓度 
使 柱 过 载 
4. 样品 溶剂 与 流动 相 不 互 溶 4. 选用 合适 溶剂 ， 尽 量 选 择 流动 相 作 溶剂 
1 检测 器 正 负极 接 反 1 重新 连接 信号 线 
2. 使 用 示 差 折光 检测 器 时 ， 样 品 的 2. 换 用 合适 流动 相 或 人 为 改变 检测 器 极 性 得 到 正 峰 
折射 率 小 于 流动 相 溶 剂 的 折射 率 
3. 流动 相 不 干净 ， 本 底 吸收 值 较 高 3. 重新 配 流动 相 
4. 样品 池 与 参 比 池 接 反 4. 掉 换 
5. 进 样 过 程 混入 气泡 5. 排除 气泡 后 再 进 样 
负 峰 6. 用 Uv 检测 器 时 ,溶解 样品 所 6， 尽量 采用 能 与 流动 相互 溶 的 溶剂 来 溶解 样品 ， 最 
的 溶剂 与 流动 相 溶 剂 不 能 互 溶 或 好 使 用 流动 相 作 为 样品 溶剂 
责 溶 剂 pH 值 不 同 。 当 溶剂 流 过 检 
测 池 时 , 光 在 两 种 不 互 溶 的 溶剂 界 
面 上 产生 了 折射 , 从 而 使 光电 池 接 























受到 不 同 强 度 的 光 ， 光 强度 减弱 ， 
六 至 于 低 于 参 比 ， 也 可 出 负 峰 
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现象 原 因 排除 方法 
1. 色谱 柱 柱 效 低 或 被 污染 1. 修复 色谱 柱 或 更 换 
ee 2， 保护 柱 失效 2， 更 换 或 重新 装填 保护 柱 
3. 进 样 体积 过 大 或 样品 浓度 大 3. 减 小 进 样 体积 或 稀释 样品 浓度 
4. 流动 相 污 染 或 变质 4. 重新 配 流动 相 
1. 新 旧 流 动 相 切 换 时 间 不 够 , 系 | 1. 增加 平衡 时 间 充 分 平衡 ， 尤 其 是 正 相 色 谱 体 系 
统 未 充分 平衡 
2. 柱 温 波动 2. 增加 柱 温 箱 恒 温 
3， 缓冲 液 缓冲 能 力 不 够 3 增 大 缓冲 液 浓度 ， 提 高 缓冲 能 力 
4. 系统 存在 气泡 4， 排除 气泡 
保留 时 间 不 重复 5， 系统 泄漏 5. 检查 堵 漏 
6. 流速 不 稳定 6. 设置 正确 流速 ， 查 找 流速 波动 原因 
7. 柱 塌 陷 或 形成 短路 通道 7. 修复 或 更 换 色 谱 柱 
8.， 进 样 体积 太 大 或 样品 浓度 大 致 8. 减 小 进 样 体积 或 稀释 样品 浓度 
使 柱 过 载 
9. 流动 相配 比 不 正确 或 被 污染 9， 午 新 配 流动 相 
1， 柱 温 波动 1. 调节 室温 ， 增 加 柱 恒温 箱 
2. 流动 相 不 均匀 2. 使 用 HPLC 级 的 溶剂 ， 高 纯度 的 盐 和 添加 剂 ; 
流动 相 在 使 用 前 进行 脱 气 , 使 用 在 线 真空 脱 气 机 
3， 流通 池 被 污染 或 有 气体 3. 用 甲醇 或 其 他 强 极 性 溶剂 冲洗 流通 池 ; 如 有 需要 ， 
可 以 用 lmolL 的 硝酸 (不 要 用 盐酸 ) 
4. 检测 器 出 口 阻塞 (高压 造成 流 4， 取 出 阻塞 物 或 更 换 管子 ， 参 考 检测 器 手册 更 换 流 
通 池 破裂 ， 产生 噪声 基线 ) 通 池 窗 
5， 流动 相配 比 不 当 或 流速 变化 5. 更 改 配 比 或 流速 ， 为 避免 这 个 问题 可 定期 检查 流 
二 动 相 组 成 及 流速 
6. 柱 于 衡 慢 , 特别 是 流动 相 发 生 | 。 6. 用 中 等 强度 的 溶剂 进行 冲洗 ， 更 改 流动 相 时 ， 在 分 
基线 漂移 变化 时 析 前 用 10~20 倍 体积 的 新 流动 相对 柱子 进行 冲洗 
7. 流动 相 污染 、 变 质 或 由 低 品 质 | 7. 检查 流动 相 的 组 成 ， 使 用 高 品质 的 化 学 试剂 及 
溶剂 配 成 HPLC 级 的 溶剂 
8， 样品 中 有 强 保留 的 物质 以 缆 尖 8. 使 用 保护 柱 ， 如 有 必要 ， 在 进 样 之 间或 在 分 析 过 
梓 被 出 [ 国生 日 由 
et eh 程 中 ， 定 期 用 强 溶剂 冲洗 柱子 
9. 使 用 循环 溶剂 ， 但 检测 器 未 | 9， 重新 设 定 基线 ， 当 检测 器 动力 学 范围 发 生变 化 
调整 时 ， 使 用 新 的 流动 相 
10. 检测 器 没有 设 定 在 最 大 吸收 10. 将 波长 调整 至 最 大 吸收 波长 处 
波长 处 
11. 固定 相 流失 11， 更 换 色谱 柱 
1， 在 流动 相 、 检 测 器 或 泵 中 有 气泡 | 1， 流动 相 脱 气 ， 冲 洗 系统 以 除去 检测 器 或 泵 中 的 空气 
2. 系统 漏 液 2? 检查 管 路 接头 是 否 松动 ， 泵 是 否 泼 液 ,是否 有 吉 
3. 流动 相 混 合 不 完全 析出 和 不 正常 的 噪声 。 如 有 必要 ， 更 换 泵 密封 加 
es 4. 温度 影响 ( 柱 温 过 高 ,检测 器 | ”3. 用 手 摇动 使 混合 均匀 或 使 用 低 黏度 的 溶剂 
Re 未 加 热 ) 4. 减少 温度 差异 或 加 上 热 交 换 器 
5. 在 同一 条 台面 上 有 其 他 电子 | 5. 断 开 LC、 检 测 器 和 记录 仪 ， 检 查 干扰 是 否 来 自 
设备 于 外 部 ， 加 以 更 正 
6. 泵 振动 6. 在 系统 中 加 入 脉冲 阻尼 器 
7. 使 用 了 循环 溶剂 7. 使 用 新 配 流动 相 
1， 系统 不 稳 或 没有 达到 平衡 1. 分 析 之 前 应 有 足够 的 时 间 使 系统 平衡 
2. 系统 泄漏 2. 检查 并 进行 维修 
3. 流动 相 污染 或 分 解 3， 清洗 溶 剂 储 液 瓶 、 清 洗 溶 剂 入 口 过 滤器 、 使 
HPLC 级 试剂 
4. 柱 被 污染 4， 冲洗 柱 或 更 换 色 谱 柱 
基线 噪声 5. 色谱 柱 填 料 流失 或 阻塞 5， 重新 装填 或 更 换 色谱 柱 
(不 规则 ) 6. 流动 相 混 合 不 均 或 混合 器 工作 6. 维修 或 更 换 混 合 器 
不 正常 
7. 检测 池 被 污染 A 醇 或 其 他 强 极 性 的 溶剂 冲洗 流通 池 
8. 系统 内 有 气泡 8， 排除 气泡 ， 用 强 极 性 的 溶剂 清洗 系统 
9. 检测 器 内 有 气泡 9 清洗 检测 器 ， 在 检测 器 后 面 安装 背景 压力 调节 器 
10. 检测 器 灯 能 量 不 足 10. 更换 新 灯 
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四 、 液 相 色 谱 仪 日 常 维护 及 注意 事项 

1. 液 相 色谱 中 对 流动 相 的 要 求 

Q 溶剂 必须 “干净 ”， 在 使 用 前 需 经 过 滤 板 除去 颗粒 杂质 ， 必 要 时 ， 在 进 样 口 再 加 一 块 
滤 板 ， 以 除去 可 能 由 泵 带 来 的 颗粒 。 

@ 必须 控制 吸附 色谱 中 溶剂 的 含水 量 ， 过 量 水 会 使 吸附 剂 活性 降低 ， 溶 质保 留 值 下 降 。 

@) 如 需 在 一 定 pH 值 下 操作 ， 需 定期 测定 流动 相 的 pH 值 ， 大 气 中 的 CO, 溶解 在 流动 相 
内 将 引起 pH 值 的 变化 ， 特 别 是 储 液 瓶 密闭 不 严 时 这 种 影响 的 可 能 性 更 大 。 

由 软 质 或 半 软 质 填 料 的 溶 胀 率 随 溶剂 极 性 的 变化 而 变化 ， 使 用 新 柱 时 应 先 用 25 一 30 倍 
柱 容积 的 合适 流动 相 平 衡 ， 更 换 流动 相 时 ， 如 果 两 种 流动 相互 不 相 溶 ， 需 采用 过 渡 溶 剂 使 前 
一 种 流动 相 逐 步 溶 解除 去 (例如 ，2,2,4- 三 甲 基 戊 烷 换 成 甲醇 时 ， 必 须 用 乙酸 乙 栈 或 其 他 溶剂 
过 渡 ， 直 到 标准 物 保 留 值 达到 稳定 状态 )。 

@ 为 延长 不 易 装填 、 价 格 昂贵 的 高 效 柱 寿命 ， 可 在 进 样 器 和 色谱 柱 之 间 安 装 顶 柱 ( 顶 
柱 应 有 足够 的 杂质 容量 ), 对 流动 相 和 样品 中 的 颗粒 和 杂质 进行 最 后 的 过 滤 ; 在 填充 和 连接 顶 
柱 时 ， 不 应 有 额外 造成 谱 带 变 宽 、 分 离 度 下 降 的 死 体 积 ; 顶 柱 与 色谱 柱 的 体积 之 比 应 保持 为 
1 : 15 至 1 :25， 以 减少 谱 带 变 宽 。 

2. 液 相 色 谱 柱 的 日 常 维护 

Q@ 拿 到 一 根 新 色谱 柱 时 ， 先 看 使 用 说 明 书 ， 再 测 柱 效 ， 保 留 在 新 色谱 柱 上 测 得 的 色谱 
图 ， 并 记录 条 件 ， 并 定期 检测 柱 效 和 检测 仪器 的 谱 带 展 宽 。 

@ 每 次 开机 时 ， 流 速 和 柱 压 要 逐渐 增加 ， 突 然 迅 速 增加 会 使 柱 床 受到 冲击 ， 引 起 紊乱 ， 
产生 空隙 。 

@) 在 进 样 前 使 色谱 系统 充分 平衡 ， 是 否 平衡 可 由 基线 加 以 判断 。 

@ 在 进 样 前 ， 检 查 色 谱系 统 的 各 个 接头 ， 通 常 由 此 发 现 是 否 有 漏 液 现象 。 如 有 漏 液 ， 
空气 会 从 漏 颖 进入 系统 引起 基线 漂移 、 影 响 峰 高 和 峰 面 积 的 重复 性 。 

@ 不 要 把 柱 接头 上 得 太 紧 ， 和 否则 易 损坏 接头 螺纹 ， 引 起 渗 漏 。 

@ 不 要 把 柱子 放 在 有 气流 的 地 方 或 直接 放 在 阳光 下 ， 气 流 和 阳光 会 使 柱子 产生 温度 梯 
度 ， 造 成 基线 漂移 ， 如 果 怀 疑 基 线 漂移 是 由 温度 梯度 引起 的 ， 可 以 设法 使 柱子 恒温 。 

@ 若 仪 器 用 作 常 规 分 析 ， 样 品种 类 有 限 ， 但 分 析 次 数 很 多 ， 则 不 妨 为 每 一 类 常规 分 析 
配置 一 根 专用 柱 ， 这 样 有 助 于 延长 柱 寿 命 。 

@ 样品 的 前 处 理 问题 : 待 测 样品 要 先 除去 微粒 及 杂质 ， 了解 样品 在 流动 相 中 的 溶解 度 ， 
如 样品 的 溶剂 不 是 流动 相 ， 一 定 要 用 流动 相 试 溶解 度 ， 防 止 其 在 流动 相 中 析出 ; 了 解 样品 与 
色谱 柱 的 基质 /填料 是 否 相 互 作用 。 
@ 流动 相 选择 问题 : 流动 相 使 用 的 溶剂 必须 是 HPLC 及 试剂 ， 必 须 过 滤 除 去 微粒 ;使 
] 超 纯 水 ， 水 中 有 机 杂质 舍 量 要 低 ;， 缓冲 液 的 pH 值 和 浓度 在 填料 的 允许 范围 内 ， 流动 相对 
样品 要 有 一 定 的 溶解 度 : 有 机 溶剂 或 水 的 比例 要 符合 色谱 柱 所 允许 的 使 用 范围 ， 如 普通 Cis 
柱 要 求 有 机 相 比 例 过 5% 。 

@ 如 果 怀 疑 样品 会 污染 色谱 柱 ， 可 以 用 合适 的 试剂 〈 几 百 毫升 ) 慢 慢 冲洗 柱子 过 夜 ， 
第 二 天 早晨 再 用 流动 相 重 新 平衡 柱子 〈 约 3min )。 

! 如 果 条 件 允 许 ， 可 以 给 色谱 柱 加 装 一 些 在 线 保护 装置 ， 如 在 线 过 滤器 、 保 护 住 等 ， 这 
些 都 可 大 大 延长 色谱 柱 的 使 用 寿命 。 

!2 柱 要 加 标签 ， 新 旧 分 开 ， 柱 效 高 的 色谱 柱 用 来 分 析 含 量 高 的 杂质 少 的 样品 ， 柱 效 差 的 
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HK 


可 分 析 含 量 低 杂质 峰 多 “ 脏 ” 的 样品 ， 不 要 放 在 温度 变化 很 大 的 地 方 。 

!3 柱子 不 用 或 储藏 时 ， 存 放 前 先 除去 杂质 、 盐 ; 选择 合适 的 存放 溶剂 ， 避 免 色谱 柱 床 的 
干枯 ;避免 机 械 震 动 ， 防 止 细 阔 生长， 注意 存放 的 温度 。 

3. 色谱 分 析 中 蒸馏 水 的 处 理 

水 为 液 相 色 谱 中 最 常用 的 溶剂 ， 其 中 的 有 机 杂质 种 类 和 处 理 方法 见 表 4-18。 


水 中 的 有 机 杂质 种 类 及 处 理 方法 





















































































































































































































































杂质 种 类 来 源 预防 方法 
全 用 棕色 瓶 吉 光 保存 水 
细菌 在 清洗 盛 水 的 容器 中 生长 添加 保护 剂 可 避 | ”把 水 放 在 冰箱 里 ， 可 抑制 细菌 的 生长 。 
菌 类 免 或 抑制 细菌 ， 但 大 多 会 干扰 色谱 过 程 ， 尤 其 不 利 直接 把 水 和 go =10% (或 15%) 的 有 机 溶剂 混 
于 紫外 检测 ) 合 储存 ， 这 种 混合 液体 可 直接 用 作 反 相 色谱 的 
冲洗 
制造 克 水 容器 | 。 塑料 中 的 某 些 组 分 会 扩散 进入 水 里 ， 影 响 梯度 操 | 二 水 全 要 多 吏 属 伍 融 ， 下 贡 容 强 让 的 全 局 而 
的 材料 。 “| 作 ， 污 染 柱子 i 
挥发 性 有 机 杂 此 菊 忽 让 水 通过 50cm 的 Cis 多 孔 硅 胶 柱 ， 有 机 杂 
质 OO 质 在 柱 内 保存 ， 由 此 而 除去 
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多 维 色谱 了 
动 相 以 直角 的 方式 洗 脱 相 
切换 系统 , 构建 了 GPC/RPLC 模式 的 二 维 
分 离 度 有 限 ，1990 年 ，Jorgenson 等 2 改进 了 Frei 的 装置 ， 构 建 了 IEC/SEC 二 维系 统 ， 通 














过 降低 采样 时 间 ， 协 调 F 
一 次 以 3D 图 
方法 命名 为 “全 二 维 (comprehensive )”， 以 表示 该 方法 包括 了 可 
联 用 是 全 二 维 分 离 的 男 一 重要 进 
质谱 和 UV 与 二 维 液 相 色 谱系 统 在 线 联 用 进 
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首次 将 电 














第 五 章 ” 多 维 液 相 色 谐 及 
LC 一 MS 联 用 技术 
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“HHUy， 








技术 的 历史 可 以 追溯 到 1944 年 ，Martin 等 利用 

















第 一 次 实现 了 二 维 的 高 效 分 离 。 




















液 相 色谱 。 






































的 方式 展现 出 色谱 图 
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此 接 











fF 品 复杂 程度 的 增加 和 多 维 液 相 


























纸 色 谱 法 由 在 两 次 分 析 
1978 年 ，Frei 等 中 设计 
于 采样 不 足 ( 切 阀 时 间 长 达 75min)， 


























大 维 分 离间 的 流动 相 梯 度 和 流 











现 出 其 巨大 的 优势 。 
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明 过 
口 是 色 谱 联 
口 的 存在 既 要 不 影响 前 一 级 
进 样 的 要 求 和 仪器 的 
得 两 种 仪器 单独 使 用 时 所 不 具备 的 功能 。 




















色谱 仪 分 离 
技术 中 的 关键 
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进行 检测 定性 。 


分 离 系统 。 样 
后 进入 第 二 维 


第 一 节 


一 、 二 维 液 相 色 谱 基 本 原理 
1. 定义 


二 维 液 
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~ A 
品 经 过 第 一 
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色谱 和 





技术 就 是 将 一 种 色谱 仪器 和 男 
i 的 各 种 组 分 逐一 通过 接 


尘 志 


从 有 直 ， 


j 仪 的 后 一 级 仪器 实质 上 是 前 级 








上 
量 ， 








区 别 ， 














行 蛋 白质 和 多 肽 鉴定 。 








色谱 分 离 技术 与 质谱 联 用 技术 的 提高 ， 多 维 








实现 了 较 高 的 正 交 性 分 离 ， 并 第 
。 为 了 与 传统 的 “中 心切 制 ” 方 法 相 Jorgenson 将 


品 的 全 部 信息 o 质谱 
展 。Opiteck 等 5 在 所 构建 的 IEC/RP 和 SEC/RP 系统 中 ， 


兴 
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种 仪器 3 
要 协调 前 后 两 种 仪器 的 输 
色谱 仪器 对 组 分 的 分 离 性 能 ， 又 要 同时 满足 后 一 级 仪器 对 样 
。 通过 接口 将 具有 两 种 不 同 分 析 方法 的 仪器 结 


色谱 仪 的 一 种 特殊 的 检测 器 ， 其 作 】 








通过 























联接 在 前 的 色谱 仪 起 到 了 对 样品 进行 分 























种 称 为 “接口 ”的 装置 直接 连 
口 送 入 到 第 二 种 仪器 中 进行 分 析 。 
上 和 输入 间 的 矛 
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二 维 液 相 色谱 的 原理 与 仪器 构造 

















色谱 (2D-LC) 是 将 分 离 机 理 不 同 而 又 机 
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色谱 柱 分 离 后 进入 切换 接口 
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， 通 过 接口 的 富 

















继续 分 离 。 二 维 液 相 色 谱 通 第 条) 
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多 肽 ) 分 成 单一 组 分 。 
2. 分 类 
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、 等 电 点 、 亲 水 怕 


色谱 使 用 两 支 或 多 支 色谱 柱 ， 





FE、 特殊 分 子 间作 用 
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全 部 进入 第 二 维 中 ， 





























定 的 切换 接口 实现 样品 的 柱 间 转移 。 
作 系 统 分 为 部 分 切换 和 整体 切换 (全 二 维 
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卓 互 独立 的 两 文 色谱 柱 串 联 起 来 构成 的 
浓缩 以 及 切 
两 种 不 同 的 机 理 分 离 分 析 样 品 ， 即 利 
《 杀 和 ) 等 把 复杂 混合 物 (如 
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两 种 模式 ;根据 切割 组 分 是 否 直接 进入 第 二 维 中 ， 分 为 离线 和 在 线 两 种 模式 。 

部 分 切换 模式 通常 采用 中 心切 割 heart cutting) 技术 ， 只 将 第 维 洗 脱 的 样品 组 分 中 感 
兴趣 的 部 分 导入 第 二 维 进一步 分 析 。 全 二 维 模式 ; ee 
继续 分 机。 显然 ， 与 中 心切 割 横 式 相 比 ， 样 品 没 有 丢失 或 浪费 ， 整 体 模 式 能 得 到 全 部 样品 
分 的 信息 。 在 采用 分 流 技 术 的 二 维系 统 中 ， 有 时 尽管 只 有 部 分 样品 进入 第 二 维系 统 中 ， 由 
其 能 够 代表 样品 组 分 的 全 部 信息 ， 也 属于 全 二 维系 统 的 范畴 。 

3. 全 二 维 液 相 色谱 
全 二 维 液 相 色 谱 (comprehensive two-dimensional liquid chromatography) 能 得 到 全 部 样 
品 组 分 的 信息 ， 近 年 来 在 复杂 组 分 的 分 离 分 析 中 应 用 很 广 。 
全 二 维 分 离 应 满足 以 下 条 件 : 包 样 品 的 每 一 部 分 都 受到 不 同 模式 的 分 离 ;，@ 有 样品 组 分 
以 相等 的 比例 (100% 或 稍 低 一 些 ， 即 并 不 要 求全 部 100% 分 析 物 ， 只 要 分 流 的 部 分 能 代表 所 
有 样品 组 分 信息 即 可 〉 转 移 到 第 二 维 及 后 续 的 检测 器 中 ，@@ 在 第 一 维 中 己 得 到 的 分 辨 率 基 本 
上 维持 不 变 。“ 基 本 ” 指 通过 测量 全 二 维 中 第 一 维 轴 上 的 某 个 特殊 峰 对 应 的 第 一 维 的 分 辨 率 与 
一 维 情况 相 比 减少 不 超过 10% 。 

其 中 ， 条 件 中 说 明了 样品 分 离 的 正 交 性 ， eR 多 与 
人 @@ 也 指出 了 全 二 维 与 传统 中 心切 割 技术 的 区 别 。 包 则 要 求 进 入 第 二 维 的 样品 组 分 能 够 代表 全 
部 样品 的 信息 。 
4. 峰 容量 

条 容量 被 用 来 描述 分 离 系统 中 所 能 容纳 色谱 峰 的 个 数 ， 指 在 特定 的 分 析 时 间 内 ， 色 谱 图 
上 按 一 定 分 高 度 所 能 放置 的 峰 的 个 数 。 显然 ， 峰 容量 由 峰 宽 决 定 ， 而 峰 宽 与 塔 板 数 和 分 离 度 
有 关 ， 多 数 分 离 技术 中 实际 分 离 的 峰 宽 是 随机 的 ， 因 此 ， 实 际 峰 容量 与 理论 不 符 。 
峰 容 量 提供 了 对 分 离 性 能 的 更 为 通用 的 估计 。 等 度 分 离 时 ， 峰 宽 不 是 恒定 的 ， 峰 容量 的 
计算 公式 为 : 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































VN 


P-1+YA mm (5-1) 
4 


在 梯度 洗 脱 条 件 下 ， 可 以 认为 峰 宽 不 变 中 。 式 (5-1) 可 以 改写 为 : 
pn] (5-2) 


显然 ， 恒 定 的 峰 宽 具 有 更 大 的 峰 容量 。 峰 容量 的 计算 也 可 以 简单 直观 地 由 保留 时 间 除 以 
得 到 ， 即 




































































P=(tr—to)/W (5-3) 
式 (5-3) 在 讨论 实际 样品 峰 容量 时 较 有 效 ， 因 为 其 根据 色谱 图 上 的 分 离 时 间 来 计算 ,而 
不 受 限 于 一 维 或 多 维 技术 。 由 于 峰 的 随机 分 布 ， 实 际 谱 图 上 的 色谱 峰 数目 总 是 小 于 计算 得 到 
的 理论 结果 。NeueD 最 近 综 述 了 在 等 度 反 相 色谱 、 体 积 排 阻 色 谱 、 多 肽 梯度 分 离 等 方面 计算 
峰 容量 的 不 同方 法 。 
Giddings 上 认为 多 维 色谱 峰 容 量 的 计算 可 以 由 单 维 色 谱 峰 容量 的 乘积 估算 ， 
Pi=Pi。P…P， (5-4) 
实际 二 维 峰 容量 通常 低 于 预测 值 ， 因 为 这 种 计算 方法 忽视 了 两 维 间 保 留 相 关 性 的 区 间 。 
在 计算 实际 峰 容量 时 ， 需 要 对 一 些 相互 影响 的 因素 进行 评估 ， 包 括 正 交 性 和 采样 频率 等 。 
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5. 正 交 性 

用 于 构建 二 维系 统 的 每 一 种 模式 的 分 离 机 理应 尽量 不 同 ， 即 要 求 分 离 的 正 交 性 。 对 于 完 
全 正 交 的 二 维 分 离 系统 , 理论 上 系统 的 分 辨 率 是 对 应 每 一 种 一 维 模式 分 辩 率 平方 和 的 平方 根 。 
如 果 采 用 的 两 种 分 离 机 制 是 互相 独立 的 并 且 具 有 完全 不 同 的 保留 曲线 ， 或 者 说 具有 不 同 的 选 
择 性 ， 则 认为 该 2D 分 离 是 正 交 的 5。 
真正 意义 上 的 正 交 很 难 实现 ， 因 为 正 交 性 不 仅 取决 于 分 离 机 制 ， 而 且 依 赖 于 溶质 的 性 质 
以 及 分 离 条 件 。 目 前 ， 可 以 得 到 多 种 多 样 的 固定 相 ， 它 们 在 表面 化 学 、 支 撑 材 料 、 碳 负荷 、 
孔径 等 方面 都 有 区 别 ， 而 流动 相 的 特性 可 以 通过 调整 改 性 剂 、pH、 温 度 或 加 入 离子 对 试剂 等 
方式 改变 。 根 据 样 品 中 成 分 的 物理 化 学 性 质 如 尺寸 、 电 荷 、 极 性 、 玻 水 性 等 选 出 恰当 的 固定 
相 和 流动 相 后 ， 才 有 可 能 构建 出 比较 成 功 的 正 交 组 合 。 

6. 采样 频率 

为 极 大 限度 地 保持 第 一 维 分 离 所 得 到 的 分 辩 率 ， 必 须 在 第 一 维 上 沿 洗 脱 方向 转移 大 量 的 
馏分 。 由 于 样品 在 被 导入 第 二 维 之 前 会 出 现 混合 过 程 ， 当 采样 频率 或 循环 周期 大 于 在 第 一 维 
色谱 柱 上 分 离 峰 宽 时 将 会 显著 降低 第 一 维 的 分 离 能 力 。 第 二 维 上 的 快速 分 析 是 全 多 维 的 先决 
条 件 ， 这 意味 着 在 第 二 维 只 有 很 短 的 分 离 时 间 ， 因 此 第 二 维 上 的 峰 容 量 相 对 较 低 。 

高 通 量 与 充分 分 离 难 以 同时 实现 。 上 的 峰会 因 采 用 较 低 的 流速 〈 低 于 最 佳 流速 ， 
柱 效 急剧 降低 ) 而 展 宽 。 为 了 避免 第 一 维 中 分 离 度 降 低 太 多 ， 一 般 认 为 需 在 第 一 维 峰 的 每 个 
峰 宽 的 8 倍 标准 偏差 〈8c) 相当 的 时 间 内 采样 三 次 以 上 。 实 际 操作 中 ， 建 议 以 最 小 四 次 采样 


















































































































































































































































































































































































































































































































































二 、 二 维 液 相 色谱 的 组 成 

二 维 液 相 色谱 系统 主要 由 进 样 系统 、 分 离 系 统 、 接 口 切 换 系 统 、 分 流 及 馏分 收集 系统 、 
检测 系统 以 及 软件 控制 系统 六 大 部 分 组 成 ， 如 图 5-1 所 示 。 二 维 液 相 色 谱 是 在 一 维 色谱 的 基 
础 上 构建 的 ， 其 中 进 样 系统 、 检 测 系 统 等 都 与 一 维 色 谱 类 似 ， 而 分 离 系统 包括 第 一 维 及 第 二 
维 分 离 系统 ， 由 各 自 的 泵 系统 及 柱 系 统 组 成 ， 切 换 系 统 主要 连接 第 一 维 及 第 二 维 色谱 ， 同 时 
切割 第 一 维 洗 脱 产物 ， 并 将 其 导入 第 二 维 中 ， 可 根据 分 离 目 的 的 不 同 采用 一 定形 式 的 接口 ; 
分 流 及 馏分 收集 系统 为 可 选 部 件 ， 主 要 用 于 调节 流量 、 收 集 分 流 后 的 产物 等 。 
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进 样 系统 人 全 娄 尘 系统 
古色 统 
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[到 ”二 维 液 相 色谱 系统 组 成 


根据 正 交 分 离 的 机 理 ， 用 于 构建 二 维 液 相 色 谱 的 模式 包括 高 效 液 相 色 谱 、 电 色谱 、 电 泳 
等 模式 。 其 中 前 者 可 以 采用 反 相 色谱 (RP)、 正 相 色 谱 CNP)、 体 积 排 阻 色谱 (SEC)、 亲 和 
色谱 CAC)、 离 子 交 换 色 谱 (IEC) 等 ; 后 两 者 有 毛细 管 电 色 谱 (CCEC)、 毛 细 管 等 电 聚 焦 (CIEF )、 
胶 束 电动 毛细 管 色谱 (MEKC)、 毛 细 管 区 带电 泳 〈CZE)、 肇 胶 电泳 《GE) 等 。 二 维 液 相 色 

































































































































































谱 的 灵活 性 在 于 能 够 便捷 地 实现 不 同 模式 之 间 的 偶 联 ， 如 高 效 液 相 色谱 与 电 色 谱 呈 0 、 电 泳 与 
高 效 液 相 色谱 二 以 及 不 同类 型 高 效 液 相 色谱 之 间 的 偶 联 ， 如 SEC/RP、IEC/RP、AC/RP、 
IEC/SEC、NP/RP 等 。 此 外 ， 在 高 效 液 相 色 谱 的 反 相 模式 中 ， 选 择 合适 的 流动 相 ， 根 据 固定 
相 极 性 差异 的 不 同 也 可 以 组 建 不 同 的 二 维 分 离 系统 09。 
二 节 二 维 液 相 色 谱 接 口技 术 

接口 是 三 维 液 相 色谱 的 核心 ,接口 的 设计 决定 了 系统 的 实际 分 离 效 能 。 按 连接 方式 的 不 同 
可 以 将 接口 分 为 定量 环 接口 、 捕 集 柱 接口 、 整 体 无 接口 式 二 维系 统 等 (中 。 根据 样品 经 过 接口 
后 状态 变化 进行 分 类 ， 也 可 分 成 柱 内 转移 形式 、 柱 间 转 移 接口 、 富 集 式 接口 和 稀释 式 接口 等 。 

一 、 柱 内 转移 形式 
柱 内 转移 形式 是 指 样品 经 过 两 种 机 理 分 离 时 不 转移 出 柱 外 ， 包 括 连 续 二 维 液 相 色谱 模式 
和 单 柱 二 维 液 相 色谱 模式 等 。 

1. 连续 二 维 液 相 色 谱系 统 ( directly coupled column interface ) 

连续 二 维 模式 不 用 接口 ， 两 维 色谱 柱 直接 连接 ， 第 一 维 的 流出 物 直 接 、 连 续 地 进入 第 二 
维 ， 如 图 5-2 所 示 。 直 接 转移 模式 仅 需 要 一 套 梯 度 泵 ， 是 最 简单 的 二 维 液 相 色谱 系统 。 两 种 
分 离 机 理 的 色谱 柱 直 接 联 用 时 ， 两 维 都 必须 进行 梯度 洗 脱 ， 和 否则 第 一 维 已 经 分 离 的 组 分 会 在 
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宛 人 重新 混合 。 
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连续 二 维 液 相 色谱 示意 


2. 多 维 蛋 白质 识别 技术 (multidimensional protein identification technology, MudPIT ) 

Yates 等 在 一 支 色谱 柱 内 依次 填充 两 种 或 多 种 不 同 分 离 机 理 的 色谱 填料 ， 多 种 填料 
直接 相连 ， 采 用 多 步 梯度 步骤 洗 脱 蛋白 质 样品 。 色 谱 柱 的 末端 拉 成 尖端 ， 直 接连 接 质 谱 ， 对 
蛋白 质 定 性 ， 如 图 5-3 所 示 。 一 次 分 析 ，MudPIT 技术 可 以 定性 分 析 超 过 1000 个 蛋白 质 ， 整 
个 MudPIT 系统 的 峰 容 量 可 达到 23000， 二 维 液 相 色谱 部 分 的 峰 容 量 约 为 3200。 
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多 维 蛋 白质 识别 技术 示意 
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二 、 柱 间 转 移 接口 

样品 从 第 一 维 通过 接口 转移 到 第 二 维 的 过 程 中 ， 不 经 过 处 理 ， 在 到 达 第 二 维 分 离 时 仍 保 
持 第 一 维 分 离 后 的 浓度 和 组 分 状态 ， 称 为 柱 间 转移 接口 ， 包 括 定量 环 接口 、 平 行 柱 接 口 和 停 
流 接口 等 。 

1. 定量 环 接口 

定量 环 接口 (loop interface) 通常 由 两 个 相同 体积 的 样品 环 和 两 位 十 通 阀 或 两 位 八 通 阀 
组 成 ， 也 可 以 组 合 使 用 多 个 六 通 阀 。 一 个 样品 环 收集 存储 第 一 维 洗 脱产 物 ， 另 一 个 样品 环 中 
存储 的 馏分 转移 到 第 二 维 中 进行 分 离 ， 两 个 样品 环 交 替 进 行 。1978 年 ，Frei2 用 一 个 八 通 阀 
和 两 个 样品 环 构建 了 如 图 5-4 所 示 的 SEC/RP 二 维 液 相 色 谱系 统 ， 用 于 分 析 植 物 提 取 物 。 随 
后 ， 这 种 技术 被 广泛 接受 ， 用 于 各 种 二 维 液 相 色谱 系统 。 定 量 环 接口 结构 简单 ， 操 作 方 便 ， 
通用 性 强 ， 是 二 维 液 相 色 谱 中 应 用 最 为 广泛 的 一 种 接口 。 样 品 环 的 体积 由 第 一 维 的 流量 和 第 
二 维 的 分 离 时 间 决 定 ， 可 以 通过 改变 样品 环 的 体积 来 改变 第 二 维 的 进 样 量 。 其 缺点 包括 : 样 
品 环 增加 了 系统 的 死 体 积 ， 第 二 维 的 进 样 体积 限制 了 样品 环 的 体积 和 第 一 维 的 流量 ， 第 一 维 
的 流动 相 会 对 第 二 维 的 分 离 造 成 影响 ， 稀 释 效 应 会 降低 系统 的 灵敏 度 。 另 外 ， 当 两 个 定量 环 
“不 对 称 ” 时 ， 样 品 的 保留 时 间 会 有 差异 5 。 需 要 指出 的 是 ， 当 定量 环 接口 采用 八 通 阀 设计 
时 ， 两 个 样品 环 中 流动 相 的 流向 不 同 ， 是 “不 对 称 ” 的 。 并 且 要 实现 全 二 维 分 析 ， 样 品 环 体 
积 要 远大 于 所 收集 馏分 的 体积 ， 这 是 因为 馏分 在 定量 环 中 成 抛物 线 分 布 。 
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四 本 UN 检测 器 
-六 流 或 请 分 收集 明 


不 诺 榨 测 


样品 环 接口 示意 

2. 平行 柱 接口 

平行 柱 系统 为 使 用 两 文 〈 或 两 文 以 上 ) 色谱 柱 平 行进 行 第 二 维 分 析 第 一 维 中 相继 洗 脱 出 
来 的 馏分 。 只 有 两 文平 行 柱 上 的 分 离 时 间 和 效率 一 臻 时， 才能 进行 色谱 图 整合 以 获得 全 部 分 
离 的 色谱 图 或 等 高 线 图 。 平 行 柱 接口 (interface with parallel second dimension columns) 运行 
的 困难 是 如 何 使 几 支 色谱 柱 协调 运行 "1。 使 用 同一 厂家 同一 批 次 的 色谱 柱 和 优化 系统 (调整 
管 路 长 度 等 ) 显得 格外 重要 I。 将 样品 环 接口 (两 位 十 通 阀 连接 ) 中 的 样品 环 用 第 二 维 分 离 
色谱 柱 代 替 即 可 构建 平行 柱 二 维系 统 。 
平行 柱 接口 可 以 将 第 一 维 的 洗 脱 产物 直接 转移 到 第 二 维 分 析 柱 的 柱头 ， 在 第 二 维 柱头 实 
现 样 品 的 富 集 浓 缩 。 大 多 数 情况 下 ， 第 二 维 应 使 用 相同 的 色谱 柱 ， 其 对 样品 的 保留 行为 必须 
严格 相同 。 但 Haefliger 报道 了 使 用 两 根 不同 的 色谱 柱 〈C2 和 C4) 为 第 二 维 的 平行 柱 接 







































































































































































II 





































































































为 了 提高 系统 的 峰 容 量 ， 








液 相 色 谱系 统 ， 用 于 多 肽 和 和 蛋白质 的 分 析 。 一 文 色谱 柱 上 样 ， 两 文 色谱 柱 分 析 ， 第 四 支 色 谱 
柱 再 生 同 时 进行 ， 极 大 地 提高 了 系统 的 峰 容 量 。 张 祥 民 等 上 以 SCX ( 强 阳 离子 交换 ) 作为 第 






































口 的 RP/RP 二 维 液 相 色 谱系 统 , 并 用 于 表 
可 以 在 平行 柱 后 串联 一 支 反 相 柱 ， 延 长 分 离 空 间 ， 可 有 效 地 提高 峰 容量 。 
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活性 剂 的 分 析 。 为 了 增加 第 二 维 平行 柱 的 分 离 度 ， 


副 
































Wagner 等 中 "使 用 4 根 平行 柱 作 为 第 二 维 ， 构 建 了 IEC/RP 二 维 








改 | 溃 















































一 维 分 离 模式 ，10 根 平行 的 RP 柱 作为 第 二 维 分 离 模式 ,构建 了 2D-SCX/( 阵 列 ) RP 系统 (如 












乌 


HPLC 梯 度 泵 2 























图 5-5 所 示 )， 采 用 这 一 系统 从 肝癌 组 织 中 提取 的 蛋白 质 酶 解 产 物 中 鉴定 出 1202 种 蛋白 质 。 


HPLC 梯 度 架 1 


分 转换 同 
毛细 管 反 相 色谱 柱 阵列 









2D-SCX/ ( 阵列 ) RP 系统 


MALDI 一 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 ; IEC 一 离子 交换 色谱 


3. 样品 环 -平行 柱 接 口 





(loop-parallel column interface ) 























尽管 增加 采样 速率 对 系统 峰 容 量 有 利 ， 但 全 二 维 液 相 色谱 系统 装置 限制 了 第 二 维 的 分 析 
时 间 ， 从 而 不 可 避免 地 限制 了 第 二 维 的 分 离 空 间 。 同 时 ， 由 于 流动 相 不 兼容 ， 进 一 步 减少 了 




















统 的 峰 容 量 。 
常规 平行 柱 接口 的 采样 
后 ， 馏 分 的 收集 不 会 影响 到 













































































第 二 维 的 分 离 空间 。 将 平行 柱 接口 与 样品 环 接口 或 捕 集 柱 接口 组 合 使 用 ， 可 以 有 效 提高 系 














时 间 与 第 二 维 的 分 析 循 环 时 间 相 同 ， 增 加 定量 环 〈 或 捕 集 柱 ) 
第 二 维 的 分 离 和 再 生 ， 样 品 环 交替 进 样 到 第 二 维 的 方式 使 得 第 




































































二 维 的 分 析 时 间 可 以 是 采样 


























时 间 的 两 倍 ， 极 大 地 增加 了 系统 峰 容量 。Venkatramani 等 B13 











用 一 个 12 通 阀 连接 3 个 样品 环 和 两 六 反 相 柱 构建 了 RP/RP 二 维 液 相 色谱 系统 ,切割 时 间 仅 














为 12s。Francois 等 6 以 2 个 十 通 阀 连接 2 个 样品 环 和 两 个 平行 柱 构建 的 NP/2RP 二 维 液 相 


色谱 系统 ， 如 图 5-6 所 示 ， 
CNP/2RP ) 。 
4. 停 流 接口 





停 流 接口 (stop-flow interface) 使 用 一 个 多 通 切 换 阀 连接 两 维 色 谱 柱 023530， 在 第 一 维 洗 





脱产 物 被 直接 转移 到 第 二 维 1 








分 析 柠 榜 油 茶 取 物 的 系统 峰 容 量 从 497 (CNP/RP) 增加 到 1095 


















































色谱 柱 柱头 后 ， 第 一 维系 统 停 流 ， 进 行 第 二 维 分 离 。 第 二 维 分 离 





















































结束 后 ， 再 进行 下 一 循环 ， 直 至 所 有 组 分 均 经 过 二 维 分 离 ， 其 结构 如 图 5-7 所 示 。 停 流 接口 






























































的 优点 是 第 二 维 分 离 时 间 没 有 限制 ， 可 以 获得 很 高 的 分 辨 素 和 峰 容量 ， 两 维 分 离 之 间 没 有 死 
体积 。 其 缺点 是 分 离 时 间 长 ， 第 一 维 的 停 流 可 能 会 造成 峰 展 宽 、 变 形 。 
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展 宽 。Blahova 等 
也 建立 了 类 似 配 置 
三 、 富 集 式 接口 
馏分 从 第 一 维 汶 





分 析 化 学 


Kohne 等 27" 3 使 用 多 个 六 通 阔 设计 了 停 流 进 样 接口 ， 通 过 柱头 的 峰 压缩 减少 第 一 维 的 峰 
2 使 用 一 个 六 通 阀 建立 了 停 流 接口 RP/RP 二 维 液 相 色 谱系 统 ，Bedani 等 上 
的 停 流 接口 SEC/RP 二 维 液 相 色 谱系 统 。 





FE 册 6 液 相 色谱 分 析 





样 几 环 > RS 人 人 反 相 村 2 
De 全 一 一 芭 测 2 








榨 沽 器 1 











皮 幅 杜 1 





-ED 
翌 岳 于 1 


样品 环 -平行 柱 接口 





皮 村 | 余 1 





| 第 一 维 往 。” ”检测 崔 
| | 
第 一 维 柱 
| 党 “ 维 泵 


停 流 接口 
















































































脱出 来 之 后 ， 经 过 富 集 、 浓 缩 后 转移 到 第 二 维 进 行 分 析 ， 可 有 效 地 降低 






































峰 展 宽 ， 被 称 为 富 集 式 接口 ， 包 括 捕 集 柱 接口 、 捕 集 柱 -平行 柱 、 洲 剂 蒸 发 接口 等 。 


一 维 洲 
的 样品 到 第 二 维 


图 





1. 捕 集 柱 接口 

捕 集 柱 接口 (packed loop interface) 通常 由 两 个 相同 的 捕 集 柱 和 多 通 切 换 阀 组 成 ， 从 第 
E 脱 下 来 的 馏分 到 达 捕 集 柱 后 ， 饮 分 中 的 组 分 在 捕 集 柱 柱头 富 集 ， 完 成 后 反 冲 捕 集 柱 上 
E 进 行 分 离 ， 捕 集 柱 起 到 在 两 维 间 形 成 溶质 “重新 聚焦 ”的 作用 四 ， 其 结构 如 












































5-8 所 示 。 




































































































































































i A @ 国 
10 情 液 车 这 种 液 得 于 


区 -一 于 吧 讶 柱 问 







MPT 日 动 进 样 阀 






分 析 柱 
{1 .Ommx250mm) 





LCQ-IT 硕 说 





种 Cl18 捕 蘑 梓 的 选择 内 
捕 集 柱 接口 
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捕 集 柱 在 第 一 维 流动 相 洗 脱 条 件 下 对 样品 的 保留 能 力 比 第 一 维 色谱 柱 强 ， 在 第 二 维 流 动 
相 洗 脱 条 件 下 易于 洗 脱 。 当 第 一 维 洗 脱 产物 流 经 捕 集 柱 时 ， 溶 质 在 捕 集 柱头 被 富 集 浓缩 ， 切 
换 阀 后 ， 第 二 维 溶剂 将 经 过 捕 集 柱 富 集 浓缩 的 组 分 反 冲 入 第 二 维 色谱 柱 进一步 分 离 。 捕 集 柱 
接口 克服 了 样品 环 接口 的 缺点 ， 但 是 对 捕 集 柱 的 固定 相 选 择 、 两 维 分 离 的 流动 相 有 所 限制 。 
为 了 加 快 第 三 维 的 分 离 速度 和 使 系统 更 稳定 ， 可 以 在 第 二 维 使 用 高 温 分 离 中 1。 
2. 捕 集 柱 - 平 行 柱 接口 (packed loop-parallel column interface ) 

与 样品 环 - 平 行 柱 接口 类 似 ， 增 加 捕 集 柱 对 馏分 的 收集 不 会 影响 到 第 三 维 的 分 离 和 再 生 ， 捕 
集 柱 交替 进 样 到 第 二 维 的 方式 使 得 第 二 维 的 分 析 时 间 可 以 是 采样 时 间 的 两 倍 , 极 大 地 增加 了 系统 
峰 容 量 。Venkatramani 等 5 用 一 个 12 通 阀 和 3 个 捕 集 柱 构建 了 RP-RP 二 维 液 相 色 谱系 统 ， 其 结 
构 如 图 5-9 所 示 。 第 一 维 的 洗 脱产 物 被 富 集 在 C22 中 ， 与 此 同时 C21 中 富 集 的 一 维 洗 脱产 物 由 
P2 流动 相 淋 洗 ， 进 入 检测 器 。C21 分 析 完 成 后 ， 切 换 10 通 阀 到 另 一 模式 ， 刚 富 集 在 C22 中 的 样 
品 组 分 由 P2 流动 相 淋 洗 进 入 检测 器 ， 而 C21 开始 富 集 第 一 维 洗 脱产 物 。 通 过 10 通 阀 的 切换 ， 
两 文 反 相 柱 C21、C22 交 蔡 富 集 ， 并 进行 第 二 维 分 离 分 析 。 切 割 时 间 仅 为 12s。 






































































































































































































































































































































Lk 


















































失调 器 ] 













分 流风 


皮 相 色谱 泵 21 


C22 


平行 柱 交替 富 集 分 析 接 口 示意 图 
Cl 一 离子 交换 色谱 柱 ，C21 一 反 相 色谱 富 集 柱 1，C22 一 反 相 色谱 富 集 柱 2，IEC 泵 一 离子 交换 色谱 泵 ， 
P1 一 离子 交换 色谱 流 路 ，P2 一 反 相 色谱 流 路 


























进 样 阅 3. 捕 集 柱 阵 列 (SPE array interface ) 

使 用 多 个 捕 集 柱 同时 富 集 第 一 维 洗 脱 下 
| 来 的 馏分 ， 从 而 给 第 二 维 分 离 以 充足 的 时 间 ， 
起色 刘 可 以 实现 更 高 的 峰 容量 。Wilson 等 中 "和 1 使 用 
上 样 泵 两 个 捕 集 柱 阵列 (每 个 阵列 含 9 个 捕 集 柱 ) 
构建 了 亲 水 作用 色谱 HILIC/RP 二 维 液 相 色 
谱系 统 ， 第 二 维 的 分 离 时 间 不 受 第 一 维 的 
制 ， 达 到 了 53min， 可 以 获得 很 高 的 分 辨 率 
和 峰 容 量 。 张 祥 民 四 1 将 强 阳离子 交换 分 离 的 



























































毛细 管 强 阳 
离子 色谱 柱 | 






















































































































多 位 切换 病 1 多 位 切换 准 2 










































































































































































a 18 个 组 分 捕 集 到 18 根 预 柱 上 后 ,再 将 其 转移 
hs = 至 18 根 毛 细 管 RP 柱 上 进行 分 离 ， 最 后 直接 

毛细 管 反 相 奸 。。 18 孔道 微 二 = 于。 点 样 至 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 质谱 的 靶 板 
色 诺 术 阵列 ， ep ii 上 进行 鉴定 ， 其 结构 如 图 5-10 所 示 。 与 传统 
3 的 SCX/RP 系统 相 比 ， 可 将 蛋白 质 组 样品 的 
. ee 人 分 离 时 间 由 54h 缩短 至 3h， 分 离 通 量 提高 








捕 集 柱 整 列 接口 示意 图 18 倍 。 


改 | 小 
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| 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 


.真空 辅助 溶剂 蒸发 接口 









































































































































































































































i (vacuum-assisted evaporation interface ) 的 第 一 维 洗 脱产 物 到 达 接 
口 时 ， 溶 剂 在 真空 辅助 下 蒸发 ， 而 样品 在 样品 环 中 得 以 保留 ， 进 一 步 通过 第 二 维 流动 相 将 样 
品 环 中 保留 的 饮 分 导入 第 二 维 进行 分 离 。 真空 辅助 溶剂 蒸发 接口 实现 了 正 相 / 反 相 两 维 流动 相 
快速 转换 8 5， 解决 了 两 维 流动 相 不 互 洲 的 问题 。 同 时 ， 由 于 样品 在 样品 环 中 被 浓缩 ， 减 少 
了 第 一 维 切割 组 分 进入 第 二 维 的 体积 和 峰 宽 展 宽 。 真 空 辅助 溶剂 蒸发 接口 示意 见 图 5-11。 

第 维和 保 第 一 维 条 
[一 样品 球 1 
争 作 引 有 
人 全 真人 所 
四 ee 术 测 器 
0 样 疗 二 2 第 一 维 慎 


真空 辅助 溶剂 蒸发 接口 示意 
四 、 稀 释 式 接口 



































在 第 一 维和 第 二 维 流动 相 不 匹配 的 情况 下 , 样品 从 第 
降低 流动 相 相对 于 第 二 维 的 溶剂 强度 , 之 后 再 进 样 到 第 二 维 
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二 | 









































进行 




















有 





分 析 。Liu 等 














维 ， 洗 脱 下 来 的 馏分 经 过 与 乙 且 - 水 (95 : 5) 混合 后 
从 而 构建 了 在 线 RP/HILIC 二 维 液 相 系统 。 稀释 式 接口 示 

















意见 


图 





第 “ 绯 只 


第 一 维 杜 
al 


禾 释 前 





调剂 
稀释 式 接口 示意 











， 通 过 定量 环 到 达 第 二 维 


5-12。 








洗 脱 下 来 以 后 , 可 通过 稀释 ， 
全 以 RP 为 第 一 




















HILIC 色谱 ， 

















根据 正 交 分 离 的 机 理 ， 








维 液 相 色谱 的 灵活 性 在 了 

















能 够 便 提 





地 实现 不 同 模式 之 间 的 偶 














尹 全 

















| 





联 。 离 中 反 相 色谱 法 (RP)、 











体积 排 阻 色谱 法 (SEC) 和 正 相 色谱 法 (NP) 等 各 种 机 理 均 可 以 用 
提高 分 离 的 选择 性 和 峰 容 量 。 医 
































ul 

















为 与 ESI-MS 的 兼容 性 好 ，RP 一 般 ) 








离子 交换 色谱 法 (IEC， 包 括 阳离子 交换 和 阴离子 交换 )、 
于 构建 二 维 液 


必 相 色谱 系统 ， 














4f 


第 


I 








维 。 














接 进 行 分 析 。 


高 效 液 相 1 


大 


三 节 

色谱 的 优势 在 于 分 离 ， 为 混 
到 物质 的 结构 信息 ， 
本 属于 纯 物 理 方 法 ， 但 以 其 高 速 、 高 选择 性 、 
在 分 析 领 域 有 较 广 泛 的 应 用 。 质 谱 分 析 的 相 
色谱 -质谱 (HPLC-MS ) 联 用 




















第 五 章 ”多维 液 相 

















色谱 及 LC-MS 联 
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液 相 色谱 -质谱 联 用 仪 

合 物 中 目标 化 合 物 的 分 析 提 供 了 最 有 效 的 选择 ， 
主要 依靠 与 标准 物 对 比 来 判断 未 知 物 。 质谱 法 (mass spectrometry，MS ) 
高 灵敏 度 及 能 够 提供 分 子 量 与 结构 
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其 难以 得 




















言 息 等 特点 























fF 品 需要 进行 纯化 ， 具 有 




















定 的 纯度 之 后 才 可 以 直 


























技术 是 将 高 效 液 相 色谱 与 质谱 串联 成 整 





机 使 用 的 检测 技术 ， 充 分 结合 了 HPLC 的 高 分 离 能 力 和 MS 的 强 定性 能 力 。MS 的 正常 工作 




















需要 高 真空 环境 ， 而 HPLC 常规 分 析 在 常温 常 压 下 进行 ， 为 实现 两 者 成 功 联 用 ， 其 接 
使 来 自 HPLC 的 连续 流动 相 迅速 气 化 ， 在 


























最 为 关键 ， 理 想 的 “接口 ”装置 需要 能 够 














高 真空 工作 环境 的 前 提 下 ， 去 除 流动 相 中 基 质 对 质谱 的 污染 ， 使 街 测 样品 电离 成 带 





然后 进入 质量 分 析 器 分 析 。 
一 、 液 相 色谱 用 质谱 检测 器 的 特征 


常见 的 质谱 仪 主要 有 
间 质 谱 (TOF-MS) 和 傅 里 中 
Q-MS、IT-MS、TOF-MS 和 FTICR-MS 联 用 ， 























磁 1 








[变换 离子 
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中 最 











口技 术 





局 转 式 质谱 、 四 极 杆 质谱 〈Q-MS )、 离 子 色 
回旋 共振 质谱 (FTICR-MS ) 五 种 类 型 。HPLC 主要 与 





保证 MS 


BT 
昌 铅 本 ， 





























质谱 (IT-MS)、 飞 行 时 



































前景 的 是 LC-TOF-MS。 质 谱 检 测 器 可 





一 














以 给 出 分 子 量 的 信 








自 本 本 


4 











而 日 





用 了 











定性 和 结 


构 分 析 。 高 效 液 相 色 谱 与 质谱 联 











] 接 口 近年 来 有 了 














革命 性 的 发 展 。ESI (electrospray ionization) 离子 源 的 出 现 使 质谱 成 为 小 分 子 和 生物 大 分 子 分 
析 的 最 主要 手段 。 

















液 - 质 联 








(1) 真空 接口 
按 计算 将 产生 500 





问题 





LC 的 流 昌 


接口 存在 的 主要 问题 包括 ， 








8 物 是 浴 液 ， 而 质谱 是 








引入 质谱 之 前 必须 先 经 过 分 流 和 雾 化 。 


(2) 离子 化 问题 
有 热 不 稳定 性 、 
(3) 去 溶剂 问题 


目 : 
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子 是 提高 谱 图 





















































理想 的 LC-MS 接口 应 当 




















度 ; 


普 在 质谱 


解 损 失 ，@ 色 i 


加 可 容忍 不 同 的 LC 方法 ，@ 可 容忍 不 同 
保持 完整 ， 
二 、 液 相 色 谱 -- 质 谱 联 用 中 的 常用 质谱 
质谱 以 及 液 相 色谱 质谱 联 用 拥有 极其 广泛 

















高 真空 系统 。 如 果 让 溶液 全 部 气 化 ， 
一 4000mlmin 的 气体 ， 而 质谱 采样 仅 能 接受 10~50ml/min 的 气体 。 因 此 在 











常规 的 气相 电离 方法 一 般 不 适合 于 LC 分 离 后 的 化 合 物 ， 这 些 化 合 物 
极 性 和 分 子 量 大 的 特点 。 
洗 脱 液 经 气 化 或 雾 化 后 得 到 含有 大 量 溶剂 分 子 和 人 
气 〈 雾 )， 如 果 将 它们 全 部 送 入 质谱 ， 根 本 无 法 得 到 竺 分析 样品 的 信息 ， 开 
信 噪 比 和 仪器 最 低 检测 限 的 重要 环节 。 
有 以 下 特点 : 包 高 效率 的 样品 转移 ， 包 可 接受 的 样品 转移 精 
的 质谱 操作 条 件 ， 鲁 样品 在 转移 过 程 中 不 被 分 








fF 品 分 子 的 混合 
地 除去 溶剂 分 
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高 速 、 方 便 可 靠 ， 仅 需要 操作 人 员 有 限 的 技术 。 





的 生产 线 ， 产 品 层出不穷 ， 质 谱 厂 家 





出 新 




















产品 以 及 技术 解决 方案 的 速度 更 是 惊人 。 表 5-1 列举 了 目前 市 场 上 最 常见 的 质谱 系统 以 及 厂 
家 ， 并 包含 了 一 些 技术 参数 501， 如 分 辨 率 (Cresolution power)、 质 量 准确 度 (mass accuracy )、 





质量 (m/z) 扫 











ESI 源 的 质谱 ， 


描 范 置 
不 同 的 计算 方法 。 
一 般 而 言 ， 在 样品 分 



































时 加 


一 个 ESI 接口 连接 到 HPLC 的 流 





液 ， 实 现实 时 的 校准 。 








以 及 数据 采集 速度 等 。 
准确 度 是 指 质谱 仪 测 到 的 质 和 


除了 内 标 之 外 ， 如 果 质 谱 








分 辨 率 指 质谱 分 























两 个 峰 的 能 力 ， 不 同 的 质谱 有 





























4 
且 

















与 理论 质量 的 相对 偏差 ， 用 10“ 表示 。 























内 标 可 以 帮助 质谱 者 





pA 
得 








最 好 
出 液 ， 另 一 个 则 可 以 连接 到 标准 离子 校准 








的 质量 准确 度 。 比 如 ， 可 以 利用 双 
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定 的 稳定 度 ， 外 标 法 也 可 以 获得 比较 


改 | 小 
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一 < 


理想 的 质量 准确 度 。 离 子 回旋 共振 〈ICR) 类 质谱 拥有 最 高 的 质量 准确 度 ， 依 次 为 Orbitrap 
和 TOF 类 质谱 。 不 过 也 要 指出 的 是 ，ICR 类 质谱 需要 较 长 的 采集 时 间 去 获得 足够 的 镜像 电流 
(image current)， 从 而 获得 最 高 的 准确 度 和 分 辨 率 。 因 此 ，ICR 和 Orbitrap 很 难 在 维持 最 快 采 
集 速度 的 同时 拥有 最 高 的 质量 准确 度 。 在 所 有 分 析 器 中 ，TOF 类 质谱 的 扫描 速度 最 快 ， 其 理 
论 m/z 扫描 范围 没有 限制 ， 在 LC-MS 的 联 用 中 ，TOF 的 扫描 范围 常常 可 以 达到 几 万 。 

质谱 法 通过 对 被 测 样品 离子 的 质 荷 比 的 测定 进行 分 析 。 不 同 的 测定 需求 对 质谱 的 要 求 也 
不 尽 相 同 。 表 5-2 给 出 了 常见 的 几 类 质谱 性 能 的 统计 结果 。 标 准 的 四 极 杆 质谱 是 最 简单 也 是 
最 实惠 的 质谱 ， 其 分 离 能 力 约 为 一 个 质量 单位 ， 昌 然 也 可 以 通过 牺牲 离子 传输 效率 和 灵敏度 
来 改善 分 离 能 力 ， 但 是 总 体 而 言 四 极 杆 的 分 辨 能 力 是 最 有 限 的 。 相 对 四 极 杆 而 言 ， 球 形 离子 
阱 或 者 线性 离子 阱 的 分 辨 能 力 要 略微 高 一 些 ， 但 是 它们 仍然 属于 低 分 辨 质谱 。 对 低 分 辨 质谱 
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= v 住 6 一 
而 言 ， 其 质量 准确 度 要 低 于 100X10“ (对 于 m/z 1000 的 化 合 物 ，Am/z 误差 为 0.1)， 如 此 低 
的 准确 度 是 无 法 满足 化 合 物 成 分 分 析 的 。 相 对 而 言 ， 高 分 辨 质谱 拥有 较 高 的 准确 度 ， 可 以 实 
现 很 多 低 分 辨 质谱 无 法 完成 的 任务 。 
ES 最 常见 的 质谱 系统 厂家 以 及 性 能 ” 
ye i 分 辨 率 质量 准确 度 /10“ m/z 扫描 数据 采集 
分 析 器 类 型 仪器 名 称 及 厂家 = a . 
( FWHM ) 内 标 外 标 范围 速度 /Hz 
6150, Agilent 一 一 一 10 一 1350 10? 
Flexar SQ 300 MS, PerkinElmer 一 一 一 20 一 3000 09 
Q LCMS-2020，Shimadzu 一 一 一 10 一 2000 59 
LC/MS Purification System, Gilson 一 一 = 50~3000 0@ 
MSQ plus，Thermo Scientific a ee = 17~2000 2® 
SQ Detector 2, Waters = 一 二 2 一 3072 5@ 
IT Amazon Speed ETD, Bruker Daltonics 一 四 = 50~6000 52@ 
LCQ Fleet, Thermo Scientific 一 和 二 15~4000 2@ 
EIT LTQ Velos Pro, Thermo Scientific 一 E = 15~4000 66® 
6490, Agilent = Es 5 一 1400 0@ 
LCMS-8030，Shimadzu -一 一 -一 10 一 2000 59 
TQ Detector, Hitachi 一 一 一 2 一 2000 09 
QQQ Triple Quad 5500，AB SCIEX 加 = 加 5 一 1250 28 
7500 @ 
TSQ Vantage, Thermo Scientific Cm/z 508) 3S 一 10 一 3000 六 
XEVO TQ-S, Waters 一 = = 2 一 2048 0@ 
9200 加 
Q-LIT QTRAP 5500, AB SCIEX (m/z 922) 一 一 5 一 1250 20 
24000 
6230 TOF, Agilent Cm/z 1522) 1 一 25~20000 40 
6000 
AccuTOF, Jeol (m/z 609) 9 一 6 一 10000 10 
12000 
AxION 2 TOF MS, PerkinElmer 2 一 18 一 12000 70 
Cm/z 922 ) 
100000 
itius, = a 六 
Citius, Leco (m/z 609) 1 50~2500 200 
g 16500 
micrOTOF I focus, Bruker Daltonics 2 < 50~20000 40 
Cm/z 922) 
22500 
XEVO G2 TOF, Waters Cm/z 956) 去 1 一 20 一 16000 30 
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分 辨 率 质量 准确 度 /x10“ | /m/z 扫描 数据 采集 
分 析 器 类 型 仪器 名 称 及 厂家 和 ks 
( FWHM ) 内 标 外 标 范围 速度 /Hz 
IT-TOF LCMS-IT-TOF, Shimad 1O000 3 ) 50~5000 10 
ee Cm/z 1000) 
. 60000 30 (MS), 
maXis 4G, Bruker Daltonics Cm/z 1222) =<0.6 < 50~20000 10 (MS/MS) 
: 20000 
micrOTOF-Q I, Bruker Daltonics (m/z 922) < < 50~20000 20 
35000 25 (MS), 
-TOF i 0.5 2 Gi 
Q TripleTOF 5600, AB SCIEX (m/z 956) 5~40000 100 (MS/MS) 
22500 
XEVO G2 QTOF, Waters (m/z 956) <1 A 20 一 16000 30 
. 42000 
6550 QTOF, Agilent (m/z 922) < 50 一 10000 50 
IMS-TOF Synapt G2-S HDMS, Waters 40090 <1 = 20 一 100000 30 
Q- - ynapt G2- ， Waters (m/z 956) 
， pe 100000 
Orbitrap Exactive, Thermo Scientific <2 =<5 50~4000 10(RP, 10000) 
(m/z 200) 
Orbit Exacti Th Scientifi E4000 <1 <5 50~4000 12(RP, 17500) 
Q-Orbitrap Q Exactive， ermo Scientific (m/z 200) » 
> 240000 
LIT-Orbitrap Orbitrap Elite, Thermo Scientific | 3 50 一 4000 8 (RP, 15000) 
(m/z 400) 
2500000 
Q-ICR SolariX 15T, Bruker Daltonics (m/z 400) <0.25 =0.6 100 一 10000 
站 750000 
LIT-ICR LIQ FT Ultra 7T, Thermo Scientific <1 共和 从 50~4000 2(RP, 50000) 
(m/z 400) 
Q@ 如 果 同 一 广 家 同一 系列 有 多 款 仪器 ， 仅 列 入 性 能 最 佳 的 仪器 。 所 有 参数 均 来 自 于 厂家 。 
@ 对 低 分 辨 质谱 仪 数据 采集 频率 的 计算 主要 是 参考 厂家 的 速度 (Da/s)， 此 处 根据 扫描 范围 为 Am/z = 1000 来 重新 计 

















算 了 采集 速度 的 数值 。 
液 相 色 谱 质 谱 联 用 中 的 常用 质谱 的 应 用 参数 
































分 析 器 类 型 ， 分 辨 率 /10” ”| 质量 准确 度 /10- 人 动态 线性 范围 
Q 3 一 5 low® 2 一 3 2 一 10 105 一 105 
IT 4 一 20 low 4 一 6 2 一 10 104 一 105 
TOF 10 一 60 1 一 5 10 一 20 10 一 50 104 一 105 
Orbitrap 100 一 240 1 一 3 4 1 一 5 5X103 
ICR 750 一 2500 0.3 一 1 4 一 10 0.5 一 2 104 
@ TOF、Orbitrap 和 ICR 同时 也 包含 了 与 Q 或 者 LIT 作为 第 一 个 分 析 器 构成 的 杂交 类 质谱 。 
@ 采用 双 曲 面 的 四 极 杆 质量 准确 度 有 时 会 好 于 5X10“。 





























一 般 而 言 ， 四 极 杆 基 质谱 是 最 简单 及 最 便宜 的 质谱 ， 依 次 则 为 球形 离子 阱 和 线性 离 了 
类 质谱 。TOF 类 质谱 是 高 分 辨 质谱 中 最 经 济 实惠 的 ， 拥 有 高 的 数据 采集 速度 、 宽 的 质量 扫描 
范围 以 及 相对 较 高 的 质量 准确 度 和 分 辨 率 等 令 人 印象 深刻 的 参数 。Orbitrap 和 ICR 都 是 高 端 
的 质谱 仪 ， 拥 有 最 高 的 参数 和 复杂 的 仪器 结构 。 

对 2012 年 3 月 以 前 发 表 的 学 术 文 章 进行 检索 ， 并 对 其 采用 的 质谱 类 型 进行 分 类 和 统计 ， 
吉 果 见 图 5-13。 排 在 前 三 位 的 依次 为 离子 阱 (IT)、Q-TOF 和 TOF、 三 重 四 极 杆 (QQQ)， 相 
当 于 LC-MS 总 量 的 84%。 在 定量 分 析 的 领域 中 ，QQQ 占有 绝对 统治 地 位 。 因 为 QQQ 最 重 
要 的 选择 反应 监测 (SRM) 和 多 反应 监测 (MRM) 两 个 功能 仍然 是 LC-MS 定量 领域 的 “二 






















































































十 





一 < 
































ES 


















































































































































由 





改 | 小 


| ;122 | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 























金 ” 标 准 。 杂 交 类 质谱 ， 如 Q-TOF， 因 为 可 以 同时 提供 高 分 辨 的 一 级 质谱 和 二 级 质谱 ， 在 化 
合 物 结构 的 分 析 中 应 用 广泛 。 最 近 ， 质 谱 的 发 展 侧重 于 从 低 分 辨 到 高 分 辨 的 转移 ， 包 括 TOF 
类 质谱 以 及 具有 超 高 分 辨 率 〈 分 辨 率 >100000) 的 FT 质谱 ， 主 要 是 因为 这 类 质谱 可 以 提供 
更 多 的 定性 定量 的 应 用 潜力 ， 比 如 基于 高 分 辨 质谱 的 SRM 或 者 SIM 的 前 体 离子 的 分 离 窗 口 
更 窗 ， 有 利于 选择 性 和 灵敏 度 的 改善 。 

QO-LIT 

3 IMS Too 


区 
YU 























































[CR 4% 
办 这 高 了 | 浊 .58% 


Q-TOF-TOF., 26% 


不 同类 型 的 质谱 在 发 表 文 章 中 所 占 的 比重 
(数据 基于 Web of Science 检 索 ，2012 年 3 月 1 日 ) 


第 四 节 ”HPLC-MS 接口 技术 


接口 技术 是 液 - 质 联 用 的 重要 技术 之 一 。 在 液 质 联 用 接口 技术 发 展 过 程 中 先后 出 现 了 20 
多 种 接口 ， 其 中 大 气压 离子 化 (API) 接口 是 当前 应 用 最 广泛 的 接口 技术 。 大 气压 离子 化 技 
术 主 要 包括 电 喷 雾 离子 化 〈electrospray ionization，ESI)， 大 气压 化 学 离子 化 (atmospheric 
pressure chemical ionization，APCI) 和 大 气压 光 离 子 化 (atmospheric pressure photoionization， 
APPI) 三 种 模式 。 表 5-3 给 出 了 代表 性 的 LC-MS 接口 的 重大 进展 。 





















































































































































LC-MS 接口 的 重大 进展 
时 间 相关 技术 
20 世纪 70 年 代 直接 进 样 (DLI)、 流 动 床 技术 
20 世纪 80 年 代 热 喷 雾 CTSI)、 高 临界 萃取 、 连 续 原 子 束 快速 稻 击 〈CF-FAB )， 粒 子 束 
20 世纪 90 年 代 后 大 气压 下 电离 (ADI), 主要 包括 大 气压 下 磁 撞 电离 或 大 气压 下 放电 电离 (APCI)、 电 喷雾 (EST， 
包括 辅助 喷雾 ESI、 气 动 辅助 ESI， 离 子 喷雾 ISI)、 基 体 〈 质 ) 辅助 激光 解吸 离子 化 (MALDI) 

















一 、 电 喷雾 离子 化 

喷雾 (ESI) 技术 作为 质谱 的 一 种 进 样 方法 起 源 于 20 世纪 60 年 代 , 直到 1984 年 Fenn 
实验 组 对 这 一 技术 的 研究 取得 了 突破 性 进展 。1985 年 ， 电 喷雾 进 样 与 大 气压 离子 源 成 功 连 
接 5。1987 年 ，Bruins 等 5 发 展 了 空气 压 辅助 电 喷雾 接口 ， 解 决 了 流量 限制 问题 ， 随 后 第 
一 台 商 业 化 生产 的 带 有 API 源 的 液 - 质 联 用 仪 问世 。ESI 的 快速 发 展 主要 源 自 于 使 用 电 喷 雾 
离子 化 蛋白 质 的 多 电荷 离子 在 四 极 杆 仪器 上 分 析 大 分 子 蛋 白质 ， 大 大 拓宽 了 分 析 化 合 物 的 
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ESI 源 主 要 由 五 部 分 组 成 : 流动 相 导 入 装置 ，@ 真 正 的 大 气压 离子 化 区 域 ， 通过 大 气 
压 离子 化 产生 离子 ; @ 离 子 取样 孔 ，@@ 大 气压 到 真空 的 界面 ，@ 离 子 光 学 系统 ， 该 区 域 的 离 
子 随 后 进入 质量 分 析 器 。 在 ESI 中 ， 离 子 的 形成 是 分 析 物 分 子 在 带电 液 滴 的 不 断 收缩 过 程 中 
喷射 出 来 的 ， 即 离子 化 过 程 是 在 液态 下 完成 的 。 液 相 色谱 的 流动 相 流 入 离子 源 ， 在 氮气 流下 
汽化 后 进入 强 电 场 区 域 ， 强 电场 形成 的 库仑 力 使 小 液 滴 样 品 离子 化 ， 离 子 表面 的 液体 借助 于 
逆流 加 热 的 氮气 分 子 进一步 蒸发 ， 使 分 子 离 子 相 互 排斥 形成 微小 分 子 离子 颗粒 。 这 些 离子 可 
能 是 单 电 荷 或 多 电荷 ， 取 决 于 分 子 中 酸性 或 碱 性 基 团 的 体积 和 数量 。 

ESI 是 一 种 “ 软 ” 电 离 方法 , 结构 非常 简单 , 只 需 在 内 衬 细 石英 毛细 管 ( 内 径 0.03 一 0.1mm ) 
的 不 锈 钢管 上 施加 高 压 (3 一 SKV)， 就 可 以 与 相距 约 lcm 的 反 电 极 〈 接 地 ) 之 间 形 成 电 喷雾 。 
和 MALDI 相 比 ， 省 去 了 昂贵 的 激光 源 ， 操 作 上 更 简单 。 
外 喷雾 的 电离 机 理 主要 有 两 种 解释 。 一 般 来 讲 ， 电 喷雾 方法 适合 使 溶液 中 的 分 子 带 电 而 
离子 化 。 离 子 蒸发 机 制 是 主要 的 电 喷雾 过 程 ， 但 对 质量 数 大 的 分 子 化 合 物 ， 带 电 残 基 的 机 制 
也 会 起 相当 重要 的 作用 。 
(1) 离子 花 发 机 制 ” 施 加 高 压 的 毛细 管 针 尖 与 反 电 极 之 间 可 产生 强 电场 ， 并 使 毛细 管 针 
尖 上 的 溶液 表面 的 电荷 数 急 剧 增加 ， 形 成 带 高 密度 电荷 的 液 滴 ， 与 此 同时 溶剂 不 断 蒸发 ， 当 
液 滴 电荷 之 间 的 库仑 排斥 力 大 于 其 表面 张力 时 ， 液 滴 即 爆裂 形成 小 雾 滴 ， 并 在 电场 的 作用 下 
运动 。 小 雾 滴 可 在 强 电场 中 继续 破裂 ， 形 成 更 小 的 带电 雾 滴 ， 如 此 不 断 破裂 ， 最 后 形成 气相 
离子 化 分 子 。 

(2) 带电 残 基 〈 分 子 ) 机 制 ”首先 也 是 强 电 场 使 溶液 带电 ， 形 成 带电 和 雾 滴 。 带 电 的 雾 滴 
向 带 相 反 电势 的 电极 方向 运动 ， 并 迅速 去 溶剂 。 溶 液 中 分 子 所 带电 荷 在 去 溶剂 时 被 保留 在 分 
子 上 ， 结 果 形 成 离子 化 的 分 子 。 
喷雾 离子 化 技术 的 突出 特点 : 可 以 生成 高 度 带 电 的 离子 而 不 发 生 碎 裂 ; 可 将 质 荷 比 降 
低 到 各 种 不 同类 型 的 质量 分 析 器 都 能 检测 的 程度 ; 通过 检测 带电 状态 可 计算 离子 的 真实 分 子 
量 ， 同 时 ， 人 解析 分 子 离子 的 同位 素 峰 也 可 确定 带电 数 和 分 子 量 ， 另外 ，ESI 可 以 很 方便 地 与 
其 他 分 离 技术 联结 ， 如 液 相 色谱 、 毛 细 管 电泳 等 ， 可 方便 地 纯化 样品 用 于 质谱 分 析 。 因 此 在 
药 残 、 药 物 代谢 、 蛋 白质 分 析 、 分 子 生 物 学 研究 等 诸多 方面 得 到 广泛 的 应 用 。 

ESI 技术 的 主要 优点 : 离子 化 效率 高 ， 离 子 化 模式 多 ， 正 负离子 模式 均 可 以 分 析 ; 对 和 蛋 
白质 的 分 析 分 子 量 测定 范围 高 达 10” 以 上 ; 对 热 不 稳定 化 合 物 能 够 产生 高 丰 度 的 分 子 离子 峰 ; 
可 与 大 流量 的 液 相 色谱 联机 使 用 ; 通过 调节 离子 源 电压 可 以 控制 离子 的 断裂 , 给 出 结构 信息 。 

多 电荷 峰 是 ESI 谱 的 最 大 特点 ， 可 以 在 不 增加 对 分 析 器 质量 检测 上 限 的 基础 上 ， 提 高 对 
大 分 子 检测 的 能 力 。 带 有 多 重 电 蓓 的 离子 产生 近似 高 斯 分 布 的 一 系列 峰 ( 常 称 作 包 络 )， 对 应 
于 多 电荷 离子 的 不 同 质 荷 比 。 只 有 那些 在 多 电 蓓 状态 下 可 以 稳定 存在 的 被 测 物 ， 如 蛋白 质 、 
肽 、 核 酸 ， 才 能 用 电 喷 雾 或 离子 喷雾 质谱 分 析 。 由 于 带 多 重 电 荷 ， 因 此 分 子 量 非常 大 的 物质 
(如 蛋白 质 ) 的 质 荷 比 能 够 在 商品 化 四 极 杆 质谱 的 仪器 检测 限 之 内 , 甚至 可 以 在 低 质量 范围 质 
谱 仪 器 的 检测 限 之 内 。 这 一 特性 再 加 上 明显 的 无 反常 峰 ，0.01% 或 更 好 的 质量 准确 度 ，pmol 
的 检测 限 与 大 于 100000Da 的 质量 检测 范围 等 特点 ， 将 ESI-MS 推 向 MS 的 最 前 列 。 

随 着 碰撞 冷却 聚焦 技术 〈CIF) 和 碰撞 诱导 解析 技术 〈CID) 等 离子 调制 技术 的 应 用 ， 
ESI-TOF-MS 也 能 完成 在 离子 阱 质谱 仪 (ITMS) 上 实现 的 MS/MS 检测 和 反应 质谱 ， 这 一 特 
征 对 和 蛋白质 的 测序 分 析 、 构 象 分 析 以 及 生物 分 子 的 机 理 分 析 都 有 很 大 帮助 。 另 外 ESI 能 与 LC 
和 CE 较 容易 地 在 线 联 用 也 是 其 被 普遍 采用 的 原因 芝 

通常 ESI 所 能 承受 的 液体 流量 为 1~~20pl/min。 与 LC 联 用 的 电 喷 雾 与 最 初 的 电 喷雾 (ESP) 
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技术 有 所 不 同 ， 最 值得 注意 的 是 峭 气 或 载 气 的 应 用 ， 常 被 称 为 离子 喷雾 。 当 洗 脱 液 在 常 压 下 
喷雾 时 ， 一 种 有 机 屏蔽 液 通常 与 流出 的 水 溶性 溶剂 混合 ， 使 表面 张力 降低 ， 带 电 小 液 滴 的 挥 
发 能 力 增强 ， 可 大 大 提高 ESI 的 溶液 流量 〈 称 为 离子 喷雾 )。ESI 对 溶液 性 质 的 忍耐 性 较 差 ， 
影响 喷雾 离子 化 效率 的 因素 多 ; 碎片 干扰 峰 较 多 是 其 主要 缺点 。 
喷雾 离子 源 的 发 展 具有 两 大 趋势 ， 一 方面 发 展 在 低 流 速 下 实现 稳定 喷雾 的 离子 源 称 为 
纳 升 电 喷 雾 源 ( 流 速 在 1 一 1000nlmin ), 另 一 方面 则 是 发 展 在 高 流速 下 的 气体 辅助 电 喷雾 (1 一 
1000ulmin )。 纳 升 喷雾 开始 于 20 世纪 90 年 代 中 期 ，Wilm 等 5 发 展 了 纳 升 流速 条 件 下 的 喷 
雾 ， 主 要 是 应 用 于 蛋白 质 二 维 胶 的 胶 上 酶 解 产物 的 蛋白 质 鉴 定 。 气 体 辅 助 电 喷雾 主要 是 借助 
于 高 温 气 体 帮 助 液 滴 中 的 液体 燕 发 ， 从 而 可 以 获得 更 小 的 液 滴 ， 最 终 形成 库仑 爆炸 实现 离子 
化 的 过 程 。 气 体 辅助 电 喷雾 的 发 展 使 得 快速 液 相 色谱 以 及 超 高 压 液 相 色谱 与 质谱 的 联 用 变 得 
可 行 和 高 效 。 

二 、 大 气压 化 学 离子 化 

大 气压 化 学 离子 化 (APCI) 是 指 借助 于 电 晤 放电 启动 一 系列 气相 反应 以 完成 离子 化 的 过 
程 , 因此 也 称 为 放电 电离 或 等 离子 电离 大 气压 化 学 离子 化 技术 应 用 于 液 - 质 联 用 仪 由 Horning 
等 人 5 于 20 世纪 70 年 代 初 发 明 , 直到 20 世纪 80 年 代 末 才 真正 得 到 突 飞 狐 进 的 发 展 , 与 ESI 
源 的 发 展 基本 同步 。APCI 先 将 溶液 引入 热 雾 化 室 。 雾 化 室 通 常 要 求 有 较 高 的 温度 ， 有 助 于 
溶剂 的 燕 发 ， 提 高 去 溶剂 效果 。 在 雾 化 室 的 尾部 安置 一 个 放电 针 ， 并 加 高 压 使 之 产生 电 晕 放 
电 ， 背 景气 离子 化 后 与 样品 分 子 经 过 复杂 的 反应 后 生成 准 分 子 离子 ， 然 后 经 筛选 狭 颖 进入 质 
谱 计 。 在 电离 过 程 中 ， 通 过 分 子 的 质子 化 ， 如 碱 性 分 子 带 H3O ， 或 者 电荷 交换 带电 ， 酸 性 
分 子 去 质子 化 ， 也 可 以 捕获 电子 后 离子 化 ， 如 讽 素 和 芳香 烃 。 整 个 电离 过 程 在 大 气压 条 件 下 
完成 。 

由 于 APCI 使 用 的 是 热 喷 雾 ， 因 此 不 适合 于 热 不 稳定 的 样品 分 析 ; 另外 ，APCI 产生 的 是 
单 电 蓓 离子 ， 不 利于 对 大 分 子 的 检测 。APCI 与 ESI 同样 是 一 种 较 “ 温 和 ”的 软 电离 方法 ， 
但 碎片 离子 峰 比 ESI 丰富 ， 而 且 对 溶剂 的 选择 、 流 速 和 添加 物 等 也 不 很 敏感 ， 有 助 于 扩大 其 
应 用 范围 。 

APCI 主要 针对 含 酸 基 或 碱 基 ( 如 烷烃 、 醇 、 醛 、 酮 、 醚 〉 的 样品 ， 而 且 样 品 本 身 容易 
蒸发 ， 或 者 流出 液 的 流速 、 溶 剂 、 添 加 物 与 ESI 方式 不 适合 时 使 用 。 

APCI 的 优点 是 : 形成 的 是 单 电荷 的 准 分 子 离子 ， 不 会 发 生 ESI 过 程 中 因 形成 多 电荷 离 
子 而 发 生 信 号 重 羡 、 降 低 图 谱 清 晰 度 的 问题 ， 适 应 高 流量 的 梯度 洗 脱 的 流动 相 ; 采用 电 尝 放 
电 使 流动 相 离 子 化 ， 能 大 大 增加 离子 与 样品 分 子 的 碰撞 频率 ， 比 化 学 电离 的 灵敏 度 高 3 个 数 
量 级 ; 液 相 色谱 -大 气压 化 学 电离 串联 质谱 成 为 精确 、 细 致 分 析 混合 物 结构 信息 的 有 效 技术 。 
在 APCI 离子 源 中 ， 样 品 溶液 借助 于 雾 化 气 的 作用 ， 喷 入 高 温 蒸 发 器 ， 使 得 溶剂 和 溶质 均 成 
为 气体 ， 通 过 电 尝 放电 来 电离 气相 中 的 分 析 物 。 因 此 APCI 适合 分 析 具 有 一 定 挥发 性 的 中 、 
低 极 性 小 分 子 化 合 物 ， 如 醇和 醚 等。 此 外 ，APCI 通常 易 与 正 相 色谱 连接 。 非 极 性 溶剂 易于 
蒸发 ， 生 成 的 试剂 离子 是 强 气相 酸 ， 易 于 将 质子 转移 至 样品 分 子 。 

三 、 大 气压 光 离 子 化 

大 气压 化 学 电离 的 模式 中 ， 除 了 最 常用 的 ESI 和 APCI 之 外 ， 大 气压 光 离 子 化 《APPI) 
最 近 也 发 展 迅速 ,成 为 ESI 和 APCI 重要 的 互补 手段 。APPI 是 在 大 气压 下 利用 光 化 作 用 将 气 
相 分 析 物 离子 化 的 技术 ， 离 子 源 的 构成 与 APCI 极为 相似 。 离 子 源 包含 加 热 的 雾 化 气 辅助 样 
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品 溶液 喷雾 和 去 溶剂 化 ， 以 及 一 个 真空 紫外 灯 (VUV) 或 者 紫外 灯 (UV) 来 诱导 离子 化 。 
目前 有 两 种 主要 的 商品 化 的 APPI 离子 源 ， 一 种 是 由 Bruins 等 人 5 在 21 世纪 初时 发 展 的 
Photospray， 主 要 用 于 AB SCIEX 公司 的 质谱 仪器 上 。 另 外 一 种 是 由 Syagen 科技 公司 59 发 展 
的 PhotoMate， 可 用 于 多 种 公司 的 质谱 仪 上 。 在 PhotoMate 离子 源 中 ， 长 寿命 的 氮 灯 释放 出 
能 量 在 10.0eV 和 10.6eV 的 光量 子 。 该 能 级 能 量 足 够 高 ， 可 以 离子 化 很 多 的 有 机 化 合 物 ， 但 
是 将 空气 和 常见 的 液 相 色谱 流动 相 (如 甲醇 、 乙 且 和 水 ) 的 离子 化 减 至 最 低 。 因 为 APPI 直 
接 将 待 测 物 电 离 ， 所 以 它 不 局 限于 气相 、 酸 碱 化 学 的 原理 ， 而 且 APPI 离子 源 可 以 将 其 他 大 
气压 离子 化 技术 无 法 电离 的 化 合 物 离子 化 。 

掺 杂 剂 (dopant) 可 以 明显 改善 APPI-MS 的 信号 强度 ,一般 可 以 添加 在 流动 相 或 者 色谱 
柱 后 混合 。 比 较 有 效 的 摊 杂 剂 可 以 在 UV 光 下 离子 化 ， 然 后 可 以 与 分 析 物 发 生 电 蓓 交换 或 者 
质子 转移 。 丙 酮 和 甲苯 应 用 的 比较 广泛 。 

四 、 基 质 辅助 激光 解吸 离子 化 
基质 辅助 激光 解吸 离子 化 (MALDI) 也 是 一 种 软 电 离 法 ， 使 用 特定 波长 的 激光 《常用 
的 是 337nm 和 355nm) 照射 到 样品 丢 上， 样品 靶 上 的 基质 将 吸收 到 的 能 量 传递 给 样品 ， 样 
品 产生 瞬间 膨胀 相 变 而 发 生 本 体 解吸 ， 使 样品 离子 化 。MALDI 谱 中 单 电荷 分 子 离子 峰 和 双 
电荷 分 子 离子 峰 最 强 ， 随 着 样品 分 子 量 的 增 大 ， 双 电荷 离子 峰 相 对 丰 度 也 增加 ， 并 可 出 现 
多 电荷 离子 。 
由 于 引入 MALDI 作为 离子 源 ， 飞 行 时 间 质 谱 (TOF-MS ) 已 成 为 近年 来 最 重要 的 MS 仪 
器 之 一 ， 几 乎 所 有 TOF-MS 生产 厂家 均 用 MALDI 作为 常规 离子 源 。TOF-MS 中 ， 带 电 粒 子 
在 加 速 电场 的 作用 下 加 速 通 过 漂移 管 。 离子 根据 其 质 荷 比 不 同 , 到 达 检 测 器 区 域 的 时 间 不 同 ， 
实现 检测 。 显 然 ， 分 辨 率 受 漂移 时 间 差 异 的 有 影响 很 大 。 

随 着 质谱 仪 的 改进 、 新 基质 的 引入 和 新 技术 的 使 用 ， 借 助 于 反射 装置 ,连续 梯 度 〈 曲 线 ) 
反射 及 类 似 装 置 , 已 使 TOF-MS 的 分 辨 率 与 大 多 数 其 他 MS 技术 相近 。 MALDITOF-MS 的 最 
高 分 辨 率 可 超过 20000。 在 同一 台 TOF-MS 上 ， 使 用 MALDI 作 离 子 源 时 的 分 辨 率 要 比 使 用 
ESI 时 高 出 一 倍 以 上 。 

MALDI 的 质量 检测 精度 高 (二 5X10“)、 灵 敏 度 高 (pmol 级 )， 质 子 化 正 离子 和 去 质子 负 
离子 可 同时 产生 并 检测 ， 主 要 产生 单 电 荷 峰 ， 碎 片 峰 少 ， 有 利于 对 复杂 混合 物 的 检测 。 另 外 ， 
MALDI 能 忍受 高 浓度 的 盐 、 缓 冲剂 和 其 他 难 挥发 成 分 ， 降 低 了 对 样品 预 处 理 的 要 求 。MALDI 
的 缺点 是 : 对 基质 的 选用 要 求 较 高 ; 谱 图 的 碎片 
峰 信 息 较 少 ， 不 利于 对 样品 结构 的 细致 分 析 。 另 
外 ，MALDI 在 分 析 大 分 子 量 样品 时 对 仪器 的 质 
量 检测 上 限 要 求 较 高 ， 这 也 是 其 配 用 在 TOF-MS 
EF: 比 用 在 其 他 质谱 上 更 多 的 原因 之 一 。 
综合 来 说 ， 每 一 种 离子 源 都 有 其 特殊 的 应 
用 范围 ， 比 如 ESI 偏好 强 极 性 的 化 合 物 ， 可 分 
析 的 分 子 量 范 围 较 广 ，APCI 对 弱 极 性 和 中 等 
极 性 的 化 合 物 都 可 以 取得 比较 理想 的 结果 ， 但 

扑 极 福 颖 机 让 是 其 分 了 量 范围 较 窗 ; 而 APPI 则 可 以 分 析 ESI 

航 性 和 APCI 不 能 分 析 的 非 极 性 化 合 物 ， 具 体 应 用 
(合生 网 各 种 离子 源 适 用 化 合 物 分 析 范 围 。 范围 可 参考 图 5-14。 
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第 五 节 多 维 液 相 色谱 -质谱 联 用 技术 的 应 用 


最 近 十 年 ， 为 了 满足 复杂 天 然 产物 、 和 蛋白 质 等 样品 的 分 析 需 求 ， 多 维 液 相 色 谱 的 发 展 日 
新 月 异 。 无 论 采用 何 种 方式 的 多 维 液 相 色 谱 作 为 分 离 手 段 ， 结 合 质谱 分 析 作 为 “一 维 ” 均 可 
以 为 整个 系统 提供 更 可 靠 的 定性 和 定量 的 分 析 能 力 。 在 多 维 液 相 色 谱 的 应 用 中 ， 至 少 有 三 分 
之 一 以 上 的 多 维 色谱 选择 质谱 作为 检测 器 。 目 前 多 维 色谱 质谱 联 用 主要 应 用 于 和 蛋白质、 天 人 然 
产物 、 医 药 、 生 物 、 环 境 样品 等 分 析 。 

一 、 多 维 液 相 色 谱 质 谱 应 用 于 和 蛋白质 及 其 酶 解 产 物 分 析 

蛋白 质 组 学 研究 的 目标 是 系统 分 析 生 物体 内 蛋白 质 结构 、 功 能 以 及 相互 作用 与 动态 变 
化 ， 是 系统 生物 学 时 代 热 点 研究 领域 之 一 61。 蛋白 质 组 研究 技术 日 新 月 异 ， 既 可 将 成 百 上 千 
种 蛋白 质 的 分 析 时 间 缩 短 至 数 小 时 至 几 天 , 还 可 同时 给 出 组 织 或 细胞 蛋白 质 分 子 的 大 量 信息 ， 
这 种 技术 优势 对 鉴别 细胞 的 特定 功能 蛋白质 及 特定 阶段 功能 蛋白质 尤 为 重要 。 多 数 真 核 生 物 
蛋白 质 组 样品 十 分 复杂 ， 如 哺乳 动物 的 细胞 具有 20000 种 以 上 不 同类 型 蛋白 质 。 人 类 编码 基 
对 总 数 约 23000 一 30000， 与 之 对 应 的 人 类 和 蛋白 质 组 的 复杂 性 更 加 惊人 。 若 人 类 和 蛋白质 组 中 有 
50000 种 基因 产物 ， 每 种 基因 产物 平均 有 10 种 接合 变 体 、 裂 解 产 物 和 转录 后 修饰 产物 ， 则 和 蛋 
白质 的 形式 将 远 远 大 于 $00000553。 二 维 凝 胶 电 泳 (2D-PAGE) 技术 作为 蛋白 质 分 析 的 经 典 方 
法 ， 和 凭借 其 无 可 比拟 的 分 离 能 力 在 蛋白 质 组 分 离 技术 中 占据 重要 地 位 。 但 该 技术 仍 存在 一 些 
难以 克服 的 缺点 ， 如 难以 分 离 极 酸 、 极 碱 或 疏水 性 但 具有 重要 生物 功能 的 和 蛋白质， 操作 费时 、 
费力 、 易 损失 样品 、 难 于 自动 化 及 易 污 染 样 品 等 。 多 维 液 相 色谱 可 以 根据 肽 段 的 电荷 、 玖 水 
性 、 亲 水 性 等 对 其 进行 分 离 ， 提 高 进入 质谱 前 的 离子 化 效率 ， 降 低 质谱 检测 的 复杂 程度 。 同 
时 ， 色 谱 的 分 离 可 以 将 蛋白 质 样 品 中 的 高 丰 度 和 低 丰 度 的 肽 段 进 行 分 离 ， 避 免 在 同一 时 间 进 
入 质谱 检测 器 ， 可 以 有 效 改 善 蛋白 质 样品 鉴定 的 动态 范围 。 根 据 构造 方式 不 同 ， 目 前 主要 有 
离线 多 维 、 在 线 多 维和 集成 化 多 维 模式 三 种 多 维 色谱 质谱 蛋白 质 组 分 析 模 式 。 

1. 离线 多 维 分 离 技 术 (offline MD-HPLC ) 

离线 模式 的 多 维 色谱 分 离 系 统 将 第 一 维 的 馏分 通过 馏分 收集 器 等 方式 进行 收集 而 后 重 
新 进 样 到 下 一 维 分 析 。 因 为 是 离线 操作 ， 可 以 通过 离线 方法 进行 除 盐 和 去 除 流动 相 ， 系 统 构 
建 灵 活 ， 不 受 分 离 模 式 以 及 流速 的 限制 。 

在 离线 MD-HPLC 中 ， 第 一 维 的 选择 包括 强 阳离子 交换 色谱 (SCX) 521、 强 阴离子 交换 

色谱 (SAX) 四 、 反 相 色 谱 (RPLC)〉 1、 尺寸 排 阻 色谱 (SEC) 站、HILIC' I 等 分 离 模 式 ， 
最 后 一 维 的 分 离 一 般 都 选择 分 辨 率 较 高 的 RPLC。 
在 多 种 分 离 模式 的 离线 多 维 分 离 系统 中 ，SCX 的 大 柱 容量 优点 使 2D-SCX-RPLC 在 
“Bottom-up” 技 术 中 应 用 最 为 广泛 。 为 此 Li 等 9 系统 优化 经 过 SCX 预 分 离 后 的 肽 段 进 入 第 
二 维 RPLC 的 进 样 量 , 将 优化 的 条 件 应 用 于 乳腺 癌 细 胞 MCF-7 提取 和 蛋白质 酶 解 产物 分 析 。 将 
第 一 维 分 成 28 个 馏分 ， 每 个 馏分 进 样 lug 至 第 二 维 RPLC 进行 分 离 和 鉴定 ， 总 共 鉴 定 到 假 
阳性 率 低 于 0.19% 的 2362 个 唯一 性 蛋白 质 。 

反 相 色谱 具有 高 分 状 率 的 优点 ， 但 因 分 离 溶 剂 的 不 兼容 很 难 将 两 种 RPLC 组 成 在 线 多 维 
色谱 分 离 系统 ， 而 在 离线 模式 中 通过 离线 的 茜 干 等 方法 去 除 第 一 维 RPLC 有 机 溶剂 使 得 这 种 
组 合成 为 可 能 。 最 近 Song 等 (开发 了 一 种 新 型 2D-RPLC 馏分 混合 模式 ， 收 集 第 一 维 RPLC 
大 量 馏分 并 依次 排序 标记 ， 从 馏分 中 间 数 字 分 成 两 组 ， 对 两 组 中 间隔 相等 的 馏分 进行 混合 ， 
然后 将 混合 后 的 样品 茸 干 进 样 至 第 二 维 RPLC 分 析 ， 并 进一步 成 功 应 用 于 实际 样品 鼠 肝 磷酸 
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化 肽 段 的 分 析 。 
尽管 离线 多 维 模式 优势 很 多 ， 但 仍 存在 一 些 不 可 避免 的 弊端 ， 如 每 次 分 离 时 间 较 长 ， 
样品 存在 污染 、 损失 风险 及 第 一 维 需 要 较 大 上 样 量 等 , 这 些 都 限制 了 一 些 珍贵 样品 的 分 离 
分 析 。 

2. 在 线 多 维 分 离 技 术 ( online MD-HPLC ) 

Yates 等 2 开发 的 多 维 蛋白 质 鉴 定 技术 (MudPIT) 将 在 线 多 维 分 离 技 术 真 正 引 入 和 蛋白质 
组 学 领域 。 他 们 利用 一 根 含有 反 相 填料 和 强 阳 离子 交换 填料 的 新 型 一 体式 色谱 柱 实现 了 在 线 
多 维 分 离 ， 提 高 了 蛋白 质 的 鉴定 能 力 。 利 用 该 系统 分 离 大 肠 杆菌 提取 蛋白质 的 酶 解 产 物 ， 将 
SCX 保留 住 的 样品 分 成 15 个 盐 台 阶梯 度 依次 洗 脱 进入 RPLC 柱头 ， 然 后 局 动 第 二 维 梯度 分 
离 和 质谱 鉴定 ,总 共 鉴 定 到 1484 个 和 蛋白质， 其 中 包括 一 些 低 丰 度 蛋 白质 ,这 项 技术 在 当时 的 
蛋白 质 领域 绝对 是 革命 性 的 技术 。 他 们 ! 鸭 进一步 对 MudPIT 进行 改进 以 提高 磷酸 化 肽 的 鉴定 
效率 ， 他 们 将 弱 阴 弱 阳 混合 床 离子 交换 色谱 柱 作 为 第 一 维 分 析 柱 以 改善 肽 段 的 回收 率 以 及 正 
交 性 ， 其 磷酸 化 肽 鉴定 数目 较 传 统 的 SCX 系统 提高 94% 。 

传统 MudPIT 技术 都 采用 盐 梯度 洗 脱 , 进行 质谱 分 析 前 需要 将 这 些 盐 进 行 去 除 。 Dai 等 5 
将 一 根 SCX 色谱 柱 与 RPLC 色谱 柱 进行 串联 开发 出 一 套 基 于 pH 梯度 的 洗 脱 系统 ， 通 过 改变 
洗 脱 溶剂 的 pH 值 将 SCX 色谱 柱 上 保留 的 肽 段 在 极 低 盐 浓度 条 件 下 进行 洗 脱 ， 对 质谱 不 构成 
和 危害 的 同时 回避 了 除 盐 程序 。 

色谱 柱 长 受 反 压 的 限制 阻碍 了 填充 型 MudPIT 色谱 柱 的 应 用 ，Wang 等 59 开发 了 在 一 根 
内 径 为 100pm 的 毛细 管内 制作 一 段 长 10cm SCX 和 一 段 长 65cm RPLC 的 一 体式 整体 色谱 柱 
整个 系统 的 反 压 仅 为 900psi (6.18MPa)。 对 10hg 的 酵母 蛋白 质 酶 解 产物 进行 鉴定 ， 在 12h 
的 分 析 时 间 内 总 共 鉴 定 到 780 个 唯一 性 和 蛋白质。 
MudPIT 技术 在 和 蛋白质 组 学 领域 应 用 广泛 ， 但 同时 也 存在 一 些 弊 端 ， 如 上 样 速度 慢 、 盐 
洗 脱 过 程 直 接 面 向 质谱 易 污 染 质谱 、 色 谱 柱 制作 困难 、 重 现 性 差 及 流动 相 选 择 面 窒 等 。 大 内 
径 捕 集 柱 与 小 内 径 分 析 柱 结合 的 自动 放空 进 样 分 析 系 统 的 出 现 则 解决 了 上 述 问 题 〈 图 
5-15)。 采 用 该 系统 一 方面 可 实现 快速 上 样 ， 另 一 方面 可 在 上 样 的 同时 实现 在 线 除 盐 。 该 系统 
一 般 采 用 长 2 一 4cm 的 填充 柱 或 长 5~7cm 的 整体 柱 作为 捕 集 柱 , 为 了 增加 上 样 量 和 上 样 速度 ， 
捕 集 柱 的 内 径 为 分 析 柱 的 2~3 倍 。 纳 升 RPLC 系统 的 捕 集 柱 选择 参见 表 5-4。Wang 等 (9 最 
近 将 (内 径 )150pm 的 磷酸 根 SCX 整体 柱 与 内 径 75nm RPLC 分 析 柱 结合 构建 二 维 分 离 系统 。 
SCX 整体 柱 在 40nl/min 的 流速 条 件 下 上 样 反 压 仅 为 900psi (6.18MPa)。 对 19ng 的 酵母 提取 
蛋白 质 酶 解 产 物 分 析 时 ， 采 用 17 个 台阶 的 在 线 二 维 总 共 鉴 定 到 5608 条 唯一 性 肽 段 对 应 于 假 
阳性 率 为 0.46% 的 1522 个 唯一 性 蛋白 质 。 


样品 进 样 
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纳 升 RPLC 系统 的 捕 集 柱 选择 








内 径 /um 流速 /(hl/min) 
HPLC 柱 ? 捕 集 柱 ” HPLC 柱 ? 捕 集 柱 ” 
15 50 约 0.02 约 8 
30 75 约 0.07 约 13 
50 150 约 0.14 约 75 
75 200 约 0.40 约 120 














G@ 填充 柱 直 径 3um， 长 86cm; 
@) 填充 柱 直 径 Sum， 长 4cm。 

















增加 第 二 维 色 谱 柱 长 可 以 有 效 改善 第 二 维 的 分 离 效 率 ， 因 此 也 可 以 减少 盐 台阶 的 数目 ， 
提高 整个 分 析 过 程 的 效率 。Tao 等 (外 利用 SCX 色谱 柱 和 长 30cm 的 RPLC 冲 联 微 柱 ， 构 建 了 
串联 长 柱 二 维 色谱 分 离 系统 ， 与 采用 常规 tRPLC 短 柱 〈10cm) 的 二 维 色谱 分 离 系统 相 比 ， 
蛋白 质 鉴定 总 数 提高 38%， 单 位 时 间 内 鉴定 的 蛋白 质数 目 提 高 近 1 倍 。 

为 改善 MD-HPLC 系统 的 检测 灵敏 度 ， 降 低 最 后 一 维 RPLC 的 内 径 最 为 有 效 。Luo 等 I" 
将 一 维 SCX 色谱 柱 (内径 100kum， 填 充 Sum、300A 的 PolySULFOETHYL A 强 阳离子 交换 
填料 )、 聚 茶 乙 烯 -二 乙烯 基 茶 (PS-DVB) 反 相 整体 柱 作为 捕 集 柱 (内 径 50nm) 与 PS-DVB 
分 析 柱 (10nmX3.2m) 构建 成 超 灵敏 的 二 维系 统 。 分 析 75ng SiHa 细胞 提取 蛋白质 酶 解 产 物 
时 《相当 于 600 个 细胞 )， 总 共 鉴 定 到 1071 条 唯一 性 肽 段 对 应 于 536 个 唯一 性 和 蛋白质。 随后 
他 们 5 对 系统 进行 改进 ,在 SCX 色谱 柱 之 前 串 接 一 根 填 充 型 RP 捕 集 柱 构成 一 个 “三 相 ” 的 
SCX-PLOTMS 系统 (图 5-16)， 实 现 了 样品 的 在 线 除 盐 浓缩 。 

阀 位 置 
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PicoClear 三 通 
喷 针 























































































































































































































































































































此 质谱 进口 











微 溶剂 置换 组 件 
反 相 脱盐 柱 PS-DYB 穆 体 柱 
{C18, 75umx2cm) (4cmx50nm) 







溶胶 - 涛 胶 塞 子 
(大 和 孔 硅 胶 ) 
SCX 色 谱 柱 PLOT 柱 

(2cmx75um) 





PicoClear 三 通 
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区 ES 本 采用 三 相 捕 集 柱 构成 的 二 维 2D-SCX-PLOT-MS 系统 
RP/SCX/hSPE 一 反 相 - 强 阳离子 交换 - 微 固 相 茜 取 
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除 MudPIT 在 线 多 维 分 析 技 术 外 ， 包 含 切换 阀 和 捕 集 柱 的 在 线 多 维系 统 在 蛋白 质 组 学 中 
亦 有 广泛 应 用 。Zhou 等 [5 构建 了 一 种 全 自动 SCX-RPLC-ESI-MS/MS 二 维系 统 ， 该 系统 采用 
两 根 平行 反 相 捕 集 柱 (320hmX20mm) 交 蔡 捕 集 样品 ， 并 采用 连续 的 pH 梯度 洗 脱 程序 ， 鉴 
定 蛋 白质 数目 比 传统 的 盐 梯 度 显著 增加 (和 鼠 肝 和 蛋白 质数 目 ，3391 相对 于 2981)， 且 每 个 相 邻 
级 分 之 间 重 复 鉴定 的 肽 段 数目 显著 减 小 。 

尽管 在 线 多 维系 统 具 有 高 自动 化 、 重 复 性 好 及 高 通 量 等 优势 ， 但 亦 存 在 一 些 浆 端 ， 如 在 
线 系 统 流动 相 、 流 速 及 分 析 时 间 的 匹配 较 难 从 而 限制 多 维 模式 的 选择 。 表 5-5 列 出 了 离线 、 
在 线 以 及 集成 化 平台 分 离 模式 的 部 分 应 用 结果 。 


在 线 、 离 线 以 及 集成 化 MD-HPLC 系统 在 蛋白 质 组 学 研究 的 部 分 应 用 举例 





















































































































































































































































































































































_ 选择 柱 样品 RS 分 析 数据 处 理 “| 鉴定 的 蛋 | 参考 
模式 质谱 仪 
到 2 , 
第 一 维 第 二 维 注入 量 | 时 间 参数 和 白质/ 多肽 | 文献 
SCX: 21mmX 让 有 党 QTOF MASCOT 
250mm RP: 75hm ee 细胞 Premier mass ~ 59h search 2362 个 [60] 
(内 径 Sum, 孔 X10cm el spectrometer program 蛋白 质 
径 300A) 28hg CWaters) FDR<0.19% 
离线 487 个 旭 
RP: 2.1mmXx RP: 75hm 8mg 富 含 BioWorks 
dt LTQ XL IT 肽 ， 来 
250mm; C18 X12cm; Cl18 Ti -IMAC (Theorie >41.5h Software and 总 计 45 个 | [62] 
(内 径 Shum, 孔 | (内 径 Shm, 孔 | 微 球 的 老鼠 nin APIVASE 馅 分 中 的 
径 300A 径 120A) 肝脏 FDR<1% : 
径 > 位 于 及 6 个 馏分 
: RP: W175 x 
SCX: 150umX 0 J > Rt LTQ XLIT BioWorks ”|1522 个 蛋 
a | 村 光 ee. (Thermo | >38h | Software 质 /5608 | [68] 
phosphate 径 Sum， 于 hg 这 FDR 二 0.46% | 个 
monolithic 120A) Finnigan) 2 | 个 多 肽 
在 线 BioWorks 
全 二 5 Software， 人 
RF ee RP: G100km | HeLa 细 胞 | LTQXLIT Ro ee 
上 X10cm; C18 | 核 提取 物 (Thermo “| 约 19.5h | PARC algorithm ”人 | [64] 
(23+2:3)em: (内 径 3pm) 约 50hg Finnigan) and DTASelect | 17262 1 
RP (内 径 5pm) 2.0 多 上 肽 
FDR=1% 
蛋白 质 分 离 多 肽 分 离 RP: 
WAX/WCX: 300pmX 人 肺癌 细 LG BioWorks | 284 个 蛋 
混合 模式 300umx 10cm l0cm; C18 胞 线 H446 ‘Thermo 24h Software 质 /1042 | [73] 
(内 径 Sum， (内 径 5pm, 孔 30hg Finnigan) FDR<=5% 个 多 肽 


无 孔 ) 径 200A) 


























3. 集成 化 多 维 平台 技术 (Integrated multi-dimensional systems ) 

对 基于 “bottom-up” 策 略 的 和 蛋白质 组 学 研究 而 言 ， 蛋 白质 的 酶 解 过 程 至 关 重 要 。 然 而 常 
的 自由 溶液 酶 解 方 法 具有 酶 解 时 间 长 、 酶 不 能 重复 利用 、 易 自 降 解 等 诸多 缺点 。 近 年 来 为 
了 克服 上 述 问 题 ， 人 们 将 和 蛋白酶 固定 在 不 同 的 基质 上 制备 成 固定 化 酶 反应 器 〈immobilized 
enzymatic reactor，IMER )， 既 提高 了 蛋白质 酶 解 速率 、 避 人 免 蛋白 质 样品 的 手工 操作 ， 同 时 也 
降低 了 蛋白 质 样 品 被 污染 的 可 能 性 5 。 目 前 ， 纳 米 材料 、 琼 脂 糖 、 膜 材料 、 平 板材 料 、 毛 组 
管 以 及 整体 材料 等 多 种 材料 均 被 应 用 于 酶 的 固定 化 。 

集成 化 多 维 技术 平台 主要 是 将 已 经 发 展 的 固定 化 酶 反应 器 与 液 相 色 谱系 统 联 用 构成 的 。 
Calleri 等 "实现 了 IMER 与 液 相 色 谱 - 质 谱系 统 完全 在 线 联 用 。 该 方法 将 蛋白 质 首 先 通 过 
IMER 在 线 酶 解 ， 酶 解 产 物 被 捕 集 在 预 柱 上 ， 然 后 在 线 样品 除 盐 、 肽 段 样品 反 冲 出 预 柱 ， 经 
过 分 析 柱 进一步 地 分 离 后 通过 质谱 进行 检测 。 他 们 采用 肌 红 蛋白 评价 该 系统 ， 流 速 1ml/min 
















































































































































































































































































































































































改 | 小 








NE 他 们 将 蛋白 质变 性 、 还 原 、 
成 化 ， 如 图 5-17 所 示 。 运 用 该 系统 对 鼠 肝 提取 蛋白质 〈 约 1mg/ml， 深 解 于 售 10mmol/L DTT 
的 1molL 尿素 溶液 ) 进行 分 析 ， 其 分 析 时 间 由 传统 离线 的 30h 左右 缩短 至 3h 以 内 。 
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J 肌 红 和 蛋白 序列 覆盖 率 与 自由 溶液 酶 解 术 

















入 蛋白 质 酶 解 过 程 








目 当 ， 有 灵敏 度 为 0.1mg/ml。 





与 后 续 的 分 离 过程 实 现在 线 联 用 











外 ，Zhang 等 !9 进 一 步 构建 了 一 个 



































进 样 


Ne 


4 
本 


溶剂 1 阀 1 / 
祥 赴 环 和 | i 


加 执 套 A 3 


下 





1MHR 


捕 供 柱 


溶剂 1，sOmmol NUActpl18O| 尝 鹤 





溶剂 2， 上 友和 | 色谱 流 动 利 | 





烷 基 化 、 酶 解 及 肽 段 分 离 鉴 定 等 步骤 高 度 集 





< 济 剂 2 














一 一 一 间 ] 位 置 A(1A) 
Ss 国 1 位 贮 B (1B) 


一 一 间 2 位 置 AI2A) 
----- 阿 ?2 售 关 BC2B) 


分 高 柱 1 
HSI-NSiNIS 


集成 化 蛋白 质 组 分 析 平台 


















































质 酶 解 前 进行 蛋白 质 的 在 线 分 离 可 有 效 改 善 集成 化 蛋白 质 组 学 系统 的 蛋白 质 鉴 











定 效 率 。Yuan 等 [2 将 弱 阴 弱 阳 混合 





合 床 离子 交换 色谱 微 柱 





(300hmX100mm) 作为 蛋白 质 分 离 














柱 ， 将 分 离 后 的 蛋白 质 直接 通过 IMER 进行 在 线 酶 解 ， 然 后 通过 两 根 C8 的 捕 集 柱 〈500um 




















x2mm) 对 酶 解 肽 段 进 行 交 交警 捕 














统 对 肽 段 实现 分 离 鉴定 。i 


比 于 44h) 鉴定 出 更 多 的 蛋 















































二 、 多 维 液 相 色谱 应 用 于 天 然 产 物 分 析 


0 对 分 析 方 法 要 求 很 高 。 





人 体 有 利 或 者 有 害 的 化 合 

















化 合 物 。 在 现实 生活 中 ， 的 和 5 人 使 得 单 种 分 析 方 法 难以 对 其 进行 分 析 ， 多 维 液 相 色 
谱 尤其 是 与 质谱 的 联 用 可 有 








1. 甘油 三 酯 















































站 落 
了 师 





















































谱 联 用 是 非常 好 的 选择 , 特别 是 针对 




















， 最 后 采用 微 柱 液 相 色谱 〈300umxX 100mm) 质谱 联 用 系 
交 传 统 鸟 枪 (shotgun〉 技术 可 在 更 短 时 间 内 (24h， 相 
质 (284 个 ， 相 比 于 216 个 )。 





为 了 准确 鉴定 这 些 对 
























































油 三 酯 〈triacylglycerol，TAG) 是 





那些 没有 标准 品 的 











力 ， 改 善 对 这 些 天 然 产 物 的 定性 定量 





















































量 最 多 的 脂 关 ， 大 部 分 组 织 均 可 以 利用 























可 以 进行 甘油 三 酯 的 合成 ， 在 月 
油 三 酯 ， 由 于 其 非 挥 发 性 的 特质 ， 主 要 采用 HPLC 进行 分 忆 






































-i 


























分 析 的 准确 程度 。 








长 链 脂肪 酸 和 油 形成 的 脂肪 分 子 ， 它 是 人 体内 
油 三 酯 分 解 产 物 供给 能 量 ， 同 时 肝脏、 脂肪 等 组 
首 肪 组 织 中 储存 。 不 同 脂肪 酸 链 的 组 合 可 以 形成 多 种 复杂 

尤其 是 非 水 相 的 RPLC 和 














银 离 子 液 相 色 谱 。 对 检测 器 而 言 ， 除 了 蒸发 光 散 射 (ELS) 之 外 ，APCI-MS 在 提供 脂肪 酸 的 
































结果 的 同时 还 可 以 提供 位 点 信息 ， 









































更 得 其 在 甘油 三 酯 的 分 析 中 占有 越 来 越 习 





























要 的 地 位 。 当 然 























第 五 章 ”多 维 液 相 色谱 及 LC-MS 联 























无 论 哪 种 检测 器 ， 分 离 效果 的 好 坏 对 检测 影响 很 大 。 
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Dugo 等 "将 银 离 子 液 相 色 谱 作为 第 一 维 ， 非 水 反 相 色谱 作为 第 二 维 构建 了 二 维 液 相 色 


























谱 对 甘油 三 酯 类 化 合 物 进 行 分 析 。 这 两 种 模式 的 分 离 具 有 完全 不 同 的 分 离 机 理 ， 所 以 可 以 认 




















为 二 者 是 完全 正 交 的 。 第 一 维 选择 微 柱 〈 内 径 1.0mm) 或 者 引 
































内 径 柱 (内 径 2.1mm)、 银 离 





子 色 谱 柱 采用 Nucleosil 5-SA 色谱 柱 。 
为 接口 。 第 一 维 的 流动 相 采 用 添加 









































第 一 维 转移 到 第 二 维 时 保持 第 二 维 的 弱 洗 脱 能 力 的 溶剂 所 占 比例 
剂 的 不 兼容 和 分 析 物 的 聚焦 问题 。 进 质谱 前 ， 采 用 
见 图 5-18， 总 共 分 离 和 鉴定 了 19 种 甘油 三 酯 。 












































LLLn 


PN 36 


LLnLn 
LnLnLn 


5 6.41 7.82 9.23 10.64 12.05 13.46 14.87 16.28 17.69 
#0Omin 
银 离 子 液 相 色谱 
区 本 加 亚麻 籽 中 甘油 三 酯 的 二 维 液 相 色谱 -质谱 分 析 














Kliftt 也 报道 了 一 种 新 颖 的 多 维 液 相 色谱 质谱 联 用 的 方法 ， 用 于 玉米 # 
快速 高 效 分 析 。 他 们 采用 甲醇 替代 正己 烷 用 于 银 离子 液 相 色谱 ， 




































































中 的 甘 
因此 第 一 维 的 溶剂 要 弱 于 第 


分 离 系统 采用 一 个 二 位 十 孔 阀 并 连接 上 两 个 定量 环 作 
定量 乙 膊 的 正己 烷 ， 而 第 三 维 则 利用 异 丙 醇和 乙 且 形 成 
的 梯度 进行 分 离 。 极 低 流速 的 第 一 维 〈 窗 径 柱 )、 高 流速 的 第 二 维 〈 整 体 柱 ) 以 及 在 分 析 物 由 
直 很 高 ， 有 效 解决 了 深 
分 流 器 将 第 二 维 的 流速 降低 。 分 析 结果 



































三 酯 的 














二 维 ， 使 得 分 析 物 可 以 容易 地 在 第 二 维 色谱 柱头 进行 富 集 ， 解 决 了 浴 剂 不 兼容 性 的 问题 。 











2. 类 胡 葛 卜 素 


























1 4 个 槛 烯 基 辐 








类 胡萝卜 素 是 一 类 四 芋 烯 《 即 分 子 中 包含 40 个 碳 原 子 ， 

















而 来 ， 每 个 芷 


烯 基 团 包含 10 个 矶 原子 , 或 者 说 由 8 个 异 友 二 炳 基本 单位 构成 ) 及 其 氧化 衍生 物 一 一 叶 黄 素 

















类 。 结 构 上 ， 类 胡萝卜 素 有 
于 这 类 化 合 物 结构 相似 ， 分 子 量 很 接近 ， 采 用 单 
合 物 的 分 离 和 鉴定 Dugot 采用 NPLC 与 RPLC 分 别 为 第 一 维和 第 






























































个 多 聚 炳 主 链 ， 末 端 基 团 可 以 为 环 ， 可 以 有 氧 原 子 的 附加 。 由 
模式 的 分 离 方法 和 检测 方式 都 难以 实现 化 
维 构成 的 二 维 液 相 色谱 


























系统 对 Citrus 产物 中 的 类 胡 蔓 
这 类 方法 中 ， 一 维 的 NPLC 采 ) 
























































素 进 行 分 离 ， 利 用 二 极 管 阵列 结合 质谱 检测 器 进行 检测 。 在 
3 氨基 色谱 柱 的 NP 模式 对 含有 烃 类 化 合 物 和 叶 黄 素 类 进行 分 





离 ; 第 二 维 的 RPLC 条 件 下 ， 类 胡 落 卜 素 脂 类 化 合 物 会 根据 不 同 的 琉 水 性 进行 有 效 分 离 。 结 
合 二 极 管 阵列 和 质谱 的 双 模 式 检测 ， 总 共 发 现 了 19 种 化 合 物 ， 部 分 为 新 发 现 的 。 








3. 甜菊 糖苷 
































甜菊 糖 音 是 一 种 从 菊 科 章 本 植物 甜 叶 菊 〈 或 称 甜 菊 叶 ) 中 精 提 的 新 型 天 然 甜 味 剂 ， 而 南 


美洲 使 用 甜 叶 菊 作 为 药草 和 代 糖 已 经 有 儿 百 年 历史 。 国 际 甜 味 剂 行业 的 资料 显示 ， 甜 菊 糖 音 














改 | 溃 
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已 在 》 洲 、 北美 、 南美 洲 和 欧盟 各 国 广泛 应 用 于 食品 、 饮料 、 调味 料 的 生产 中 。 Hyo 
等 BI 采用 C18 色谱 柱 作为 第 一 维 的 色谱 分 离 ，NH2 作为 第 二 维 的 色谱 分 离 ，TOF-ESI 系统 作 






































为 检测 器 ， 操 作 模 式 为 负离子 模式 ,质谱 扫描 窗口 为 m/z 150 一 1400,， 通 过 一 系列 的 色谱 柱 选 





















































择优 化 ， 所 有 的 糖苷 均 被 鉴定 出 ， 且 质量 准确 度 在 10X10“ 以 内 。 
4. 多 酚 抗 氧化 剂 


























多 酚 抗 氧化 剂 是 植物 及 微生物 中 产生 的 酚 类 次 生 代 谢 产物 ， 具 











tylainen 





世 









































有 潜在 促进 健康 作用 的 化 








合 物 。 它 存在 于 一 些 常 见 的 植物 性 食物 ， 如 可 可 豆 、 燥 米花 、 茶 、 大 豆 、 红 酒 、 蕊 菜 和 水 果 

















中 。 由 于 其 组 成 过 于 复杂 ， 采 用 一 维 的 HPLC 是 很 难 实现 实际 样品 












































的 多 酚 表 











征 的 。 


Hyotylainen 等 (1 采用 RPLC 和 RPLC 组 成 的 二 维 分 离 系统 , TOF 作为 检测 器 对 复杂 样品 中 的 














多 酚 类 化 合 物 进行 分 析 。 他 们 利用 














i 








民 C18 色谱 柱 作为 第 一 维 分 离 色谱 柱 ， 将 传统 











的 RPLC 


条 件 分 离 很 好 的 化 合 物 直 接连 接 到 质谱 检测 器 进行 检测 ， 实 现 定性 分 析 ， 剩 余 的 不 易 分 离 的 
化 合 物 则 转移 到 为 一 根 C18 色谱 柱 中 ， 采 用 添加 了 离子 对 试剂 的 RPLC 进行 分 离 ， 并 采用 二 











极 管 阵列 检测 器 进行 检测 和 定量 分 析 。 
































Hijek 等 [5 采用 PEG 色谱 柱 作为 第 一 维 ， 分别 采用 不 同色 谱 填 料 的 C18 和 C8 (表面 多 











孔 颗 粒 填料 ,整体 柱 以 及 全 多 孔 颗 粒 填料 ) 色谱 柱 作为 第 三 维 , 实现 了 对 27 种 抗 氧化 剂 的 分 
离 。 第 二 维 的 分 离 中 ， 表 面 多 孔 的 色谱 填料 和 整体 柱 改 善 了 分 辨 率 、 提 高 了 分 离 速度 。 整 体 
柱 的 通 透 性 更 好 ， 降 低 了 柱 压 ， 便 于 使 用 更 长 的 色谱 柱 和 较 快 的 分 离 速度 。 他 们 也 采用 不 同 



















































































的 检测 器 实现 了 啤酒 中 多 酚 类 化 合 物 的 阳性 鉴定 。 
三 、 中 药 分 析 




































































药 是 中 国医 药学 的 瑰宝 ， 在 临床 应 用 了 儿 干 年 ， 其 疗效 经 过 了 实践 的 检验 ， 
际 天 然 药 物 的 重要 组 成 部 分 。 中 药 成 分 非常 复杂 ， 分 布 从 强 极 性 到 非 极 性 ， 从 小 分 子 到 大 分 














已 成 为 国 
































子 ， 而 且 各 成 分 丰 度 的 差异 很 大 。 有 条 用 传统 的 一 维 HPLC 难以 对 其 组 分 进行 全 分 离 。 


























相 色 谱 (2D-HPLC) 作为 多 维 液 相 分 离 技术 的 典型 代表 ， 不 仅 能 够 提供 更 高 的 峰 容 量 ， 而 











有 具有 较 高 的 分 辨 率 和 分 离 能 力 。 





























Zou 研究 组 3 建立 了 基于 八 通 阀 /定量 环 接口 的 2D-HPLC,， 将 氰 基 柱 和 ODS 反 相 色谱 柱 
































六 












































作为 二 维 分 析 色 谱 柱 ， 氰 基 柱 上 的 馏分 分 别 被 定量 环 收集 和 进 样 。 经 过 反 相 色谱 柱 分 离 后 ， 
































直接 进入 紫外 检测 器 和 大 气压 电离 质谱 进行 检测 。 他 们 将 该 系统 用 于 放 




















的 分 离 ， 检 出 52 个 组 分 ， 鉴 定 了 其 中 的 11 种 化 合 物 ， 峰 容量 达到 
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民 上 述 系 统 ， 将 硅胶 整体 柱 用 于 第 二 维 分 离 ， 并 发 展 了 新 的 数据 处 至 
物 进行 分 析 , 取得 了 良好 效果 ; 也 将 质 脂 体 色谱 柱 和 ODS 反 相 色谱 柱 分 别 作为 二 维 分 析 色 谱 
柱 用 于 银杏 叶 提 取 物 的 组 成 研究 ， 共 检测 到 至 少 41 个 组 分 。 结 合 紫 外 可 见 光 谱 和 质谱 信息 ， 
初步 鉴定 了 银杏 内 酯 B、 银 杏 内 酯 C、 和 白果 内 酯 、 栅 育 素 去 香 糖苷 和 榭 皮 素 等 13 个 组 分 。 
Sheng 等 5 建立 了 离子 交换 - 反 相 二 维 分 离 系统 ， 以 苦 参 生物 碱 为 对 象 ， 采 

















营 提 取 物 中 活性 成 分 














840。 他 们 车 5 号 进一步 改 




















子 交 换 柱 作为 预 分 离 柱 ， 使 生物 碱 在 富 集 柱 上 浓缩 ; 然后 切换 至 分 析 柱 系统 ， 以 反 相 


















































方法 对 川 芝 和 当归 提取 


亚 








强酸 性 阳 离 


柱 和 碱 


性 流动 相 分 离 生 物 碱 。 采用 二 极 管 阵列 检测 器 和 质谱 检测 , 检 出 了 氧化 苦 参 碱 等 5 种 生物 碱 。 








Zhang 等 "以 东北 红豆 杉 和 伤 愈 组 织 粗 提 物 中 的 紫杉醇 ， 以 及 石 芽 茶 提取 物 中 的 黄酮 类 化 合 











物 为 研究 对 象 ， 发 展 了 相应 的 HPLC-MS 联 用 技术 。 分 别 采用 和 氰 基 柱 和 Cis 整体 柱 ， 
基于 十 通 阀 /定量 环 接口 的 2D-HPLC 系统 ; 以 紫外 和 大 和 气压 化 学 离子 化 (APCI) -离子 阱 串联 









































建立 了 

















质谱 作为 检测 器 ， 分 析 了 石 芽 共 的 提取 物 ， 鉴 定 出 57 个 组 分 ， 峰 容量 达到 1240。 
在 中 药 研究 中 ， 样 品 提取 技术 受到 越 来 越 多 的 关注 。 相 对 于 传统 的 有 机 溶剂 提取 ，SFE 采 
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用 二 氧化 碳 作为 萃取 介质 ， 具 有 无 溶剂 残留 、 速 度 快 、 效 率 高 、 能 耗 较 少 、 成 本 低 和 安全 性 好 
等 优点 。Zhang 等 B8 还 建立 了 新 型 的 SFE-2D-HPLC-APCI-MS/MS 在 线 联 用 系统 ， 将 样品 的 预 
处 理 、 分 离 和 鉴定 集成 到 一 个 平台 上 ， 如 图 5-19 所 示 。SFE-2D-HPLC-APCI-MS/MS 联 用 系统 
不 仅 避 免 了 手工 操作 ， 可 以 有 效 防 止 萃取 产物 中 有 效 成 分 的 变质 降解 。 该 系统 被 用 于 灵芝 子 实 
体 的 在 线 茜 取 和 全 组 分 分 析 ， 分 离 检测 到 至 少 73 个 化 合 物 ， 总 系统 峰 容量 可 达到 1643。 

































































































































样品 环 1 
伴 品 和 样品 环 2 












捕 集 柱 (Go 
we 


收集 撼 
SFE-2D-HPLC-APCI-MS/MS 在 线 联 用 系统 示意 图 


四 、 磷 脂 、 有 机 物 分 析 

磷脂 “phospholipid)， 也 称 磷脂 类 、 磷 脂 质 ， 是 含有 磷酸 的 脂 类 ， 属 于 复合 脂 。 磷 脂 是 
含有 磷脂 根 的 类 脂 化 合 物 ， 是 生命 基础 物质 。 而 细胞 膜 就 由 40% 左 右 的 蛋白 质 和 50% 左 右 的 
脂 质 《磷脂 为 主 ) 构成 。 它 是 由 卵 磷 脂 、 肌 醇 磷 脂 、 脑 磷脂 等 组 成 。 这 些 磷脂 分 别 对 人 体 的 
各 部 位 和 各 器 官 起 着 相应 的 功能 。 磷 脂 对 活化 细胞 ， 维 持 新 陈 代 谢 、 基 础 代谢 及 荷尔蒙 的 均 
衡 分 泥 ， 增 强人 体 的 免疫 力 和 再 生 力 ， 都 能 发 挥 重大 的 作用 。 磷 脂 为 两 性 分 子 ， 一 端 为 灯 水 
的 含 氮 或 磷 的 尾 ， 另 一 端 为 疏水 〈 亲 油 ) 的 长 烃基 链 。 

对 磷脂 的 分 析 主 要 流行 两 种 互补 的 方法 ， 一 是 直接 将 样品 打 入 质谱 不 经 过 任何 分 离 〈 鸟 
枪法 ); 另 一 种 是 采用 液 相 色谱 或 者 气相 色谱 进行 分 离 ， 再 通过 质谱 进行 检测 。 鸟 枪法 的 优势 
是 快速 、 操 作 简 便 ， 但 由 于 样品 组 成 复杂 、 离 子 化 抑制 、 高 丰 度 化 合 物 干扰 等 因素 往往 很 难 
获得 满意 的 结果 。 基 于 此 ，Sato 等 发展 了 一 种 新 型 多 维 液 相 色 谱 质 谱系 统 用 于 全 面 、 快速 、 
高 灵敏 度 以 及 定量 分 析 磷 脂 。 他 们 通过 第 一 维 离子 交换 色谱 柱 将 低 丰 度 的 酸性 磷脂 从 高 丰 度 
的 中 性 和 碱 性 磷脂 中 分 离 , 然后 依次 将 馏分 转移 到 EDTA 预 洗 过 的 第 二 维 C18 色谱 柱 进行 分 
离 , 直接 串联 质谱 进行 检测 。 质谱 扫描 范围 从 m/z 400 一 2000, 并 结合 数据 依赖 模式 的 MS/MS 
和 MS/MS/MS 进行 结构 确认 ， 实 现 了 同时 进行 高 低 丰 度 的 磷脂 定量 分 析 。 

大 气 气 溶胶 是 悬浮 在 大 气 中 的 固态 和 液态 颗粒 物 的 总 称 ， 粒 子 的 空气 动力 学 直径 多 在 
0.001 一 100hm 之 间 , 非常 之 轻 , 足以 蕉 浮 于 空气 之 中 , 当前 主要 包括 6 大 类 7 种 气 溶胶 粒子 ， 
即 沙 侍 气 溶胶 、 碳 气 溶 胶 〈 炭 黑 和 有 机 碳 气 溶胶 )、 硫 酸 盐 气 溶胶 、 硝 酸 盐 气 溶胶 、 匀 盐 气 淤 
胶 和 海盐 气 溶 胶 。 尽 管 气 溶 胶 在 大 气 中 的 含量 相对 较 少 ， 但 它 在 大 气 过 程 中 所 起 的 作用 却 不 
容 忽视 ， 其 突出 的 作用 表现 在 气 溶胶 不 仅 对 大 气 能 见 度 、 太 阳 散 射 和 辐射 、 大 气温 度 等 具有 
较 多 影响 ， 而 于 其 粒 径 小 、 表 面积 大 ， 为 大 气 环境 化 学 提供 了 反应 床 ， 从 而 影响 大 气 的 
各 种 化 学 作用 , 同时 影响 人 类 健康 。Pol59 等 发 展 了 全 二 维 液 相 色 谱 质 谱 平台 以 分 析 大 气 气 溶 
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胶 中 的 有 机 酸 。 采 用 微型 强 氧 离子 交换 色谱 柱 作 为 第 一 维 色谱 分 离 ，C18 色谱 柱 作为 第 二 维 
色谱 分 离 并 串联 TOF 质谱 作为 检测 器 。 方 法 的 检测 限 为 2 一 200ng/ml， 平 均 的 保留 时 间 误 差 
约 为 0.1%， 色 谱 峰 面积 的 平均 误差 为 8% (10ng/ml，n=3)。 

毋 良 置 疑 ， 多 维 液 相 色 谱系 统 拥有 比 一 维 色 谱系 统 更 强 的 分 析 能 力 ， 可 以 实现 挑战 性 
分 离 任 务 。 与 质谱 的 联 用 更 进一步 帮助 色谱 未 能 分 离 化 合 物 的 鉴定 。 近 年 来 ， 色 谱 柱 的 发 
迅速 ， 分 离 效果 改善 ， 批 次 间 的 重 现 性 也 获得 提高 。 同 时 ， 超 高 压 液 相 色谱 (UHPLC) 的 上 
现 也 推动 着 色谱 填料 的 更 新 与 发 展 ， 可 以 预见 未 来 的 多 维系 统 将 会 向 更 加 快速 、 高 效 、 集 成 、 
自动 化 发 展 ， 应 用 领域 也 会 逐步 拓宽 到 更 多 具有 挑战 性 的 领域 。 
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液 相 色谱 法 作为 一 种 重要 的 分 离 分 析 手 段 ， 
组 分 的 能 力 ， 这 种 能 力 是 任何 其 他 分 析 方法 所 无 法 比拟 的 。 对 色谱 柱 分 离 后 的 
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“有 能 通过 色谱 柱 分 离 复杂 样 
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液 相 色谱 1 
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差 很 大 。 即 便 在 





根 色 谱 柱 上 的 分 离 ， 有 了 时 
相 色 谱 相 比 , 液 相 色谱 法 定性 的 
努力 探求 的 一 项 重要 
有 兴趣 的 读者 可 参阅 专 着 [1 一 7]。 


E 相 同 的 操 f 








第 一 节 








FE 条件 下 ， 同 一 组 分 在 不 同色 谱 柱 上 的 保留 也 可 能 : 











色谱 工作 者 完成 分 析 工 作 的 一 个 重要 环节 。 尽 管 液 相 色谱 
j 何 种 模式 ， 对 样品 进行 定性 及 定量 分 析 皆 基于 通过 检测 器 

















液 相 色谱 定性 分 析 


过 程 中 影响 溶质 迁移 的 因素 较 多 ， 同 一 组 





分 在 不 同色 谱 条 件 下 的 保留 
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为 流动 相 组 成 
E 度 更 大 。 对 液 相 















































作 。 这 里 只 介绍 几 种 最 常 











一 、 利 用 已 知 标准 样品 定性 





在 具有 已 知 标准 物质 的 情况 下 ， 利 ) 
色谱 定性 方法 ， 这 也 是 唯一 在 任何 条 件 下 都 有 
效 的 方法 。 当 无 标准 物 
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时 ， 其 他 定性 方法 才 被 推 
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等 分 离 机 理 。 
还 与 流动 相 的 种 类 及 组 
E 性 的 依据 是 :在 相同 的 
动 相 等 )， 组 
谱 柱 
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留 值 。 即 在 同一 
件 分 析 未 知 物 与 标准 物 ， 通 过 比较 
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对 未 知 物 进行 比较 鉴别 。 当 未 知 
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值 仍 能 相 一 致 ， 能 够 进 
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组 分 的 保留 行为 不 仅 与 固定 
妹 此 ， 利 


成 有 关 。 
色谱 操作 条 件 下 ( 包 
分 有 固定 的 色谱 保 
日 相 同 的 色谱 操作 条 
它们 的 色谱 图 ， 
峰 的 保留 值 与 某 一 
十 ， 可 以 初步 判断 未 知 峰 与 该 
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步 证 明 被 测 物 与 标准 物 是 


图 6-1 所 示 )。 
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色谱 中 组 分 定性 方法 的 研究 一 直 是 色谱 工作 者 
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二 、 利 用 检测 器 的 选择 性 定性 

各 种 不 同 的 液 相 色谱 检测 器 均 有 其 独特 的 性 能 。 示 差 折 光 检 测 器 是 一 种 通用 性 的 检测 
器 ,但 是 灵敏 度 一 般 较 低 ; 紫外 、 谈 光 及 电化 学 检测 器 为 选择 性 检测 器 ,灵敏度 相对 比较 高 。 
选择 性 检测 器 只 对 某 类 或 菜 几 类 化 合 物 有 响应 ， 可 以 借 此 对 特定 化 合 物 进行 定性 分 析 。 在 相 
同色 谱 条 件 下 ， 同 一 样品 在 不 同 检测 器 上 有 不 同 的 响应 信号 ， 亦 可 结合 几 种 选择 性 检测 器 的 
测试 结果 对 其 定性 。 

样品 经 色谱 柱 分 离 后 进入 并 联 或 串联 的 几 种 (两 种 或 两 种 以 上 ) 检测 器 ， 根 据 其 响应 情 
况 可 以 初步 判别 未 知 化 合 物 的 具体 类 别 。 以 烃 类 及 其 衍生 物 为 例 ， 在 紫外 光谱 区 〈190 一 
400nm) 饱和 烷烃 的 响应 很 小 ; 而 以 共 轿 双 键 结合 的 分 子 如 芳香 烃 等 则 有 较 强 的 响应 ， 分 子 
中 茶 环 的 数量 越 多 ， 响 应 越 强 。 对 于 包含 几 种 烃 类 组 分 的 混合 物 样 品 ， 将 色谱 柱 中 的 流出 物 
同时 引入 并 联 的 两 种 检测 器 ， 或 按 顺 序 依次 引入 串联 的 两 种 检测 器 ， 可 以 得 到 两 张 色谱 图 ， 
对 比 各 组 分 在 不 同 谱 图 上 的 相对 峰 高 可 初步 判别 组 分 所 属 化 合 物 的 类 型 。 
在 实际 分 析 中 多 采用 双 检 测 器 定性 。 同 一 检测 器 对 不 同 种 类 化 合 物 的 响应 值 有 所 不 同 ， 
而 不 同 检 测 器 对 同一 化 合 物 的 响应 也 不 相同 。 当 某 一 被 测 化 合 物 同时 被 两 种 或 两 种 以 上 检测 
器 检测 时 ， 两 个 检测 器 或 几 个 检测 器 对 被 测 化 合 物 检测 灵敏 度 比 值 与 被 测 化 合 物 的 结构 性 质 
密切 相关 ， 可 以 用 来 对 被 测 化 合 物 进行 定性 分 析 ， 这 就 是 双 检 测 器 体系 的 原理 。 

双 检 测 器 体系 的 连接 方式 可 采用 串联 连接 和 并 联 连 接 两 种 方式 。 当 两 种 检测 器 中 的 一 种 
是 非 破 坏 性 检测 器 (如 TCD)〉 时， 可 采用 简单 的 串联 连接 ， 将 非 破坏 性 检测 器 串 接 在 破坏 性 
检测 器 之 前 。 此 时 要 注意 两 个 检测 器 的 出 峰 时 间 差 。 若 两 种 检测 器 都 是 破坏 性 的 ， 则 需 采用 
并 联 方式 连接 。 在 色谱 柱 的 出 口 端 连 接 一 个 三 通 ， 然 后 分 别 连接 到 两 个 检测 器 上 。 连 接 后 的 
两 台 检 测 器 同时 进行 数据 采集 ， 对 照 所 得 到 的 两 张 色谱 图 可 进行 定性 。 

图 6-2 为 三 组 分 样品 经 色谱 柱 分 离 后 分 别 在 并 联 的 紫外 和 示 差 折光 检测 器 上 得 到 的 色谱 
图 。 比 较 图 6-2 中 (a) 和 (b)， 可 以 对 样品 中 的 三 个 组 分 的 类 别 作出 初步 判定 。 相 对 而 言 ， 
峰 1 在 紫外 检测 器 上 的 响应 较 高 , 峰 2 和 峰 3 的 响应 则 很 弱 ， 初 步 判 断 组 分 1 可 能 带 有 茶 环 。 
而 组 分 2 和 组 分 3 不 大 可 能 带 有 芳 环 。 总 之 ， 比 较 各 组 分 在 不 同 检测 器 上 的 色谱 图 相对 响应 
值 ， 有 可 能 粗略 地 推测 某 一 类 化 合 物 是 否 存在 。 


固定 相 ， Nucleosil-CN 
流动 相 : 10mmol/L 乙 酸 水 溶液 +0.18mmol/L 
2 3 1 3 N- 二 甲 基 普 罗 替 林 
到 溶质 : 1 一 辛 胺 ，2 一 辛 磺 酸 ，3 一 辛 硫酸 


站 ; 


Hinin fimin 紫外 检测 波长 :292 
(a) {b) 紫外 检测 波长 : 292nm 


[双双 检测 器 定性 


(a) UV; (b) RI 
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三 、 利 用 DAD 三 维 图 谱 检 测 器 定性 
光电 二 极 管 阵列 检测 器 (DAD) 可 以 对 色谱 峰 进 行 光谱 扫描 。 在 进行 未 知 组 分 与 已 知 标 
准 物 质 比 对 时 ， 除 了 比较 未 知 组 分 与 已 知 标准 物质 的 保留 时 间 外 ， 还 可 比较 两 者 的 紫外 光谱 
图 。 如 果 保 留 时间 一 样 ， 两 者 的 紫外 光谱 图 也 完全 一 样 ， 则 可 基本 上 认定 两 者 是 同一 物质 ; 
若 保 留 时 间 虽 一 样 ， 但 两 者 的 紫外 光谱 图 有 较 大 差别 ， 则 两 者 不 是 同一 物质 。 这 种 利用 三 维 
图 谱 比 较 对 照 的 方法 大 大 提高 了 保留 值 比较 定性 方法 的 准确 性 。 传 统 的 方法 是 : 在 色谱 图 上 
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某 组 分 的 色谱 峰 极 大 值 出 现时 ， 即 最 高 浓度 谱 带 进入 检测 器 时 ， 通 过 停 泵 等 手段 ， 使 组 分 在 


检测 池 中 滞留 ， 然 后 对 检测 器 中 的 组 分 进行 全 波长 〈180 一 800nm) 扫描 ， 得 到 该 组 分 的 紫 


外 -可 见 光谱 图 。 取 可 能 的 标准 
标准 品 相 同 。 对 某 些 有 特 条 
图 6-3)。 








知 化 合 物 (如 
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样品 按 同 样 方法 处 理 ， 对 比 ? 





E 紫 外 光谱 图 的 化 合 物 ， 也 可 以 通过 对 照 标 Y 
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DAD 不 仅 可 以 得 到 样品 色谱 图 
图 ， 可 以 很 方便 地 观察 到 不 同 出 峰 时 间 段 内 组 分 
过 样品 的 光谱 图 
合 物 的 色谱 光谱 
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两 者 光谱 图 即 能 鉴别 该 组 分 是 否 与 
攻 谱 图 的 方法 来 识别 未 
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丹 皮 栈 标准 品 和 六 味 地 黄 丸 的 三 维 色 谱 图 
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6-5 是 














峰 的 纯度 ， 而 与 标准 品 的 紫外 


的 结构 。 


响应 忻 ;:mAU 


10 种 头孢 类 抗生素 混合 物 的 三 维 色谱 图 
1 一 头孢 吡 胀 :2 一 头孢 米 诺 ;，3 一 头孢 


5 一 头孢 克 洛 ; 6 











保 彤 叶 间 Amin 








也 可 以 进行 样品 鉴别 ， 对 液 相 色谱 定性 具有 更 大 的 优势 。 图 
图 。 通 过 对 
图 或 标准 评 
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也 喧 ，4 一 头孢 唑 且 ; 











9 一 头孢 吴广 ; 


实际 上 ， 当 相 
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头孢 氨 信 ;7 一 头孢 


松 ; 8 一 头孢 拉 定 ; 
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10 一 头孢 唑 啉 





FP 的 不 同化 合 物 具有 相同 的 UV 生 色 团 时 ，DAD 的 定性 功能 很 有 限 。 
流动 相 或 其 他 因素 改变 时 也 会 对 DAD 的 峰 定性 产生 一 定 的 影响 外 


， 还 可 以 得 到 样品 的 时 间 - 检 测 波长 -色谱 信号 的 三 维 




















的 紫外 或 紫外 -可 见 ) 区 光谱 图 





通 
6-4 是 一 组 化 
谱 峰 上 各 点 的 光谱 图 可 以 判别 
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普 图 相 比 较 ， 也 可 以 进一步 确认 未 知 化 合 物 
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注 : 图 中 标记 1 一 10 同 图 6-4 
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四 、 利 用 保留 值 规律 定性 

与 气相 色谱 相 比 ， 液 相 色 谱 中 组 分 的 保留 行为 也 不 仅 只 与 固定 相 有 关 ， 还 与 流动 相 的 种 
类 及 组 成 有 关 ， 为 了 使 样品 中 的 多 种 溶质 组 分 得 到 更 好 的 分 离 ， 可 以 通过 改变 流动 相 组 成 等 
手段 实现 。 相 应 地 ， 亦 可 以 根据 某 一 化 合 物 在 特定 条 件 下 的 保留 值 变化 规律 来 推测 其 结构 特 
性 。 在 液 相 色谱 中 ， 溶 质保 留 值 变化 规律 一 般 受 3 个 或 3 个 以 上 因素 的 协同 制约 ， 从 而 给 这 
种 提供 定性 信息 方法 的 实践 带 来 很 大 困难 。 
对 通过 流动 相 组 成 与 化 合 物 保留 值 之 间 关 系 的 理论 研究 ， 一 些 在 局 部 范围 内 有 参考 应 用 
价值 的 经 验 关 系 式 已 经 被 得 到 中， 可 以 在 一 定 程度 上 用 于 样品 的 定性 。 

1. 反 相 色谱 中 的 a、c 指数 定性 
理论 研究 表明 ， 在 以 键 合 硅胶 为 固定 相 的 反 相 色谱 中 ， 溶 质保 留 值 与 流动 相 组 成 关系 
式 中 的 系数 能 够 反映 溶质 的 结构 特征 ， 因 此 可 用 于 对 溶质 的 辅助 定性 。 液 相 色 谱 中 存在 如 
下 规律 : 























































































































































































































































































































lnk=atc pp (6-1) 
其 中 ，a、c 为 常数 ，gs 为 强 溶剂 的 体积 分 数 。 
对 非 极 性 、 同 系 物 或 极 性 相似 、 氧 键 作 用 能 相似 的 组 分 ，a、c 之 间 有 很 好 的 线性 
关系 : 
































a=E1+E2c (6-2) 
其 中 : 
I 
E=1 -2m E A eA 

m, 2 2 

I 

E,=-2 
1m 


式 中 ，、Js、E3、4 是 与 色谱 柱 以 及 流动 相 种 类 有 关 的 常数 ，m1、m2、m3、m4 是 与 流动 
相 有 关 的 常数 ， 针 为 相互 作用 能 ，ji 为 组 分 的 偶 极 算 。 

采用 一 个 化 合 物 校正 后 ， 即 可 从 作用 指数 c 计算 出 a， 并 由 式 (1-66) 计算 出 容量 因子 。 
所 以 建立 一 个 指数 c 的 数据 库 就 可 以 对 非 极 性 或 同系 物 进 行 保留 值 预测 及 定性 。 

对 于 同 种 类 型 的 键 合 均匀 的 C18 固定 相 ， 当 组 分 与 固定 相 作用 不 发 生 氧 键 变化 以 及 构象 
变化 时 , 各 C18 柱 热 力学 上 的 差别 主要 反映 在 固定 相 C18 的 键 合 量 、 比 表面 积 以 及 柱 相 比 上 。 
同一 种 化 合 物 在 两 文 不 同色 谱 柱 上 的 参数 a 有 简单 的 线性 关系 : 
a1=ki+k2a» (6-3) 

不 同 极 性 取代 基 化 合 物 的 定性 需 同 时 建立 a、c 双 参 数 数据 库 ， 在 作用 指数 的 基础 上 , 将 
保留 指数 换算 为 参数 a， 再 利用 式 (6-3) 定性 。 

采用 作用 指数 定性 时 ， 可 先 选 儿 个 标准 物 来 标定 柱 系 统 ， 获 得 式 〈6-3) 的 线性 关系 。 卢 
佩 章 等 中 给 出 了 460 种 化 合 物 在 C18 柱 上 不 同 条 件 下 的 参数 a、c， 并 提出 了 不 同 柱 系统 、 不 
同 冲 洗 剂 浓度 组 成 时 参数 a、c 之 间 的 换算 方法 。 在 相同 的 色谱 条 件 下 ， 如 果 样 品 中 某 一 组 分 
的 a、c 值 与 一 已 知 标 样 相同 ， 即 可 认定 两 者 为 同一 种 化 合 物 。 

2. 有 机 酸 碱 的 pH-p 下 规律 定性 
在 反 相 液 相 色谱 系统 中 ， 改 变 流动 相 pH 值 ， 不 同 种 类 的 可 解 离 有 机 酸 、 碱 等 样品 的 保 
留 值 变化 有 其 独特 的 规律 ， 如 图 6-6 所 示 。 
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| 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































对 一 类 有 机 酸 组 分 而 言 ， 在 特定 的 条 件 下 其 解 离 常数 1 
pK 本 不 变 , 流动 相 中 pH 值 变 化 后 , 对 有 机 酸 的 解 离 起 到 9 
调节 作用 ， 因 此 溶质 的 容量 因子 也 将 随 之 变化 。 对 于 有 机 E 
碱 类 的 溶质 ， 容 量 因 子 随 流动 相 pH 值 的 变化 与 有 机 酸 正 > 
相反 。 因 此 ， 对 一 个 未 知 化 合 物 而 言 ， 测 定 其 容量 因子 随 ” 、， 
流动 相 pH 值 的 变化 规律 ， 即 能 判断 其 为 有 机 酸 类 或 有 机 
碱 类 化 合 物 ， 以 及 其 酸 、 碱 性 的 强 弱 。 3 

3， 碳 数 规律 定性 

利用 碳 数 规律 定性 ， 可 以 在 已 知 同系 物 中 儿 个 组 分 保 
留 值 情 况 下 ， 推 出 同系 物 中 其 他 组 分 的 保留 值 ， 然 后 与 未 re 
知 物 的 色谱 图 进行 对 比分 析 。 pil Bk 

容量 因子 (Kk') 是 溶质 的 一 种 结构 型 物性 参量 ， 其 对 ”EE 瀣 一 元 有 机 酸 ( 实 线 )、 碱 
数值 与 同系 物 碳 数 之 间 存 在 良好 的 线性 关系 20， ( 虚线 ) 的 容量 因子 与 流动 

Ink'=atbn (6-4) 恨 \pHipks 二 和 

其 中 ，a、 为 常数 ，n 为 同系 物 碳 数 。 

对 于 包含 有 同系 物 组 分 的 样品 ， 已 知 部 分 同系 物 在 色谱 图 中 位 置 的 情况 下 ， 可 以 根据 碳 
数 规律 推出 同系 物 中 其 他 组 分 的 保留 值 ， 并 对 同系 物 的 未 知 部 分 进行 定性 。 

利用 碳 数 规律 定性 时 ， 应 先 判 断 未 知 物 类 型 ， 才 能 寻找 适当 的 同系 物 。 与 此 同时 ， 要 注 
意 当 碳 原子 数 较 小 或 较 大 时 ， 可 能 与 线性 关系 发 生 偏差 。 

这 一 规律 适用 于 任何 同系 物 ， 如 有 机 化 合 物 中 含有 的 硅 、 硫 、 氮 、 氧 等 元 素 的 原子 数 及 
某 些 重复 结构 单元 (如 蒜 环 、C 一 C、 亚 氨基 等 ) 的 数目 均 与 溶质 容量 因子 的 对 数 呈 线性 关系 ， 
同样 适用 于 上 述 规律 。 

五 、 联 用 技术 结合 定性 

色谱 法 具有 很 高 的 分 离 效能 , 但 它 不 便于 对 已 分 离 的 组 分 直接 定性 。 而 红外 光谱 、 质谱、 
核磁 共振 等 是 剖析 有 机 物 结构 的 强 有 力 工 具 ， 特 别 适用 于 对 单一 组 分 定性 ， 但 是 它们 对 混合 
物 无 能 为 力 。 将 色谱 仪 与 定性 分 析 的 仪器 联 用 ， 则 可 以 取长补短 ， 解 决 组 成 复杂 的 混合 物 的 
定性 问题 。 随 着 计算 机 技术 的 发 展 及 应 用 ， 色 谱 联 用 技术 得 到 了 很 好 的 发 展 00。 

近年 来 ， 液 相 色谱 与 其 他 分 析 方 法 的 联 用 技术 得 到 较 大 的 发 展 ， 曾 经 需要 离线 完成 的 定 
性 工作 可 以 很 便利 地 在 线 解决 ,高 效 液 相 色谱 -质谱 联 用 技术 为 样品 特别 是 生物 大 分 子 的 定性 
分 析 提 供 了 一 种 强 有 力 的 手段 ， 它 能 准确 测 得 未 知 物 分 子 量 ， 是 目前 解决 复杂 未 知 物 定性 分 
析 的 最 有 效 工 具 之 一 ; 高 效 液 相 色谱 -核磁 共振 联 用 技术 是 有 机 化 合 物 结构 分 析 的 强 有 力 的 工 
具 , 特别 是 对 同 分 异 构 体 的 分 析 十 分 有 用 ; 高 效 液 相 色谱 -红外 光谱 联 用 技术 在 有 机 化 合 物 的 
结构 分 析 中 有 着 很 重要 的 作用 ， 可 用 于 对 官能 团 定性 ; 色谱 -原子 光谱 (原子 吸收 光谱 和 原子 
发 射 光 谱 ) 联 用 技术 主要 用 于 金属 或 非 金 属 元 素 的 定性 、 定 量 。 关 于 联 用 技术 的 应 用 ， 最 近 
已 有 相关 专著 问世 02431， 可 供 参考 。 高 效 液 相 色谱 与 质谱 联 用 技术 已 经 在 第 五 章 介绍 过 ， 这 
里 不 再 袭 述 。 

1. 与 红外 光谱 仪 联 用 

红外 光谱 是 一 种 强 有 力 的 结构 鉴定 手段 ， 几 乎 没有 两 种 物质 有 完全 相同 的 红外 光谱 。20 


























世纪 80 年 代 后 ， 傅 











里 叶 变 换 红外 技术 得 
测量 快速 (0.2s)、 灵 敏 度 高 ( 纳 克 级 ) 的 特点 ， 能 够 在 得 到 色谱 图 





到 迅速 发 展 。 


















































傅 里 叶 变 换 红外 光谱 仪 (FTIR) 具有 
的 同时 监测 每 个 色谱 峰 的 


























完整 光谱 。 


与 HPLC 联 ) 


成 通常 不 是 单一 的 ， 上 
于 反 相 色谱 ， 需 要 采用 
括 漫 反射 转盘 接口 
传 里 叶 变 换 红外 光 
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各 组 分 含量 不 定 ， 所 以 光谱 差 减 较 困 难 。 
内 径 柱 和 和 气 代 溶剂 。 另 一 类 需 除 去 溶剂 后 进行 检测 ， 





、 绥 冲 存储 接口 和 粒子 束 接口 等 。 
谱 仪 在 提高 灵敏 度 、 记 录 光 谱 等 方面 
































ne 
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第 六 定性 定 





的 全 里 叶 联 用 光谱 仪 有 两 种 类 型 ， 一 类 不 必 除 去 流动 相 ， 仪 器 的 数据 人 处理 


系统 能 够 通过 差 减 的 方式 扣除 溶剂 的 红外 吸收 光谱 ， 得 到 被 测 物 的 红外 光谱 。 
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于 流动 相 组 


















































各 种 接口 有 其 适 











范围 




















般 只 适用 于 正 相 色谱 ， 对 


和 限制 。 








己 有 的 接口 包 
总 之 ， 


























的 改进 ， 可 使 它 用 于 普通 HPLC 分 析 


















































构 分 




















物 的 检测 ， 但 联 用 技术 特别 是 接口 技术 尚 有 较 大 的 改进 空间 。 

2. 与 核磁 共振 的 联 用 

与 其 他 HPLC 检测 器 相 比 ， 核 磁 共 振 (NMR) 是 一 种 信息 丰富 的 检测 手段 ， 其 化 学 位 移 
和 偶合 常数 能 提供 丰富 的 有 关 分 子 中 每 个 所 原子 的 局 部 电子 环境 的 结构 信息 。 在 有 机 结 
析 四 大 谱 〈 红 外 光谱 、 紫 外 光谱 、 核 磁 共 振 、 质 谱 ) 中 ，NMR 是 最 好 的 一 种 推断 化 合 物 结 
构 的 手段 。HPLC 与 NMR 联 用 的 有 利 条 件 是 : HPLC 与 NMR 都 是 在 溶液 状态 下 操作 ， 无 需 


挥发 和 加 热 步 又。 核磁 共振 对 样品 是 非 破 坏 怕 
HPLC-NMR-FTIR-MS 四 联 ) 

LC-NMR 联 月 
10 5“g)， 液 相 色 谱 使 ) 
技术 发 展 缓慢 。 近 年 来 ， NMR 技 





















































不 





或 少 ) 


























流动 液 槽 探头 。LC-NMR 联 














也 有 多 种 接口 可 供 选择 。 
3. 与 原子 吸收 光谱 仪 的 联 用 


HPLC 能 分 离 各 种 各 样 的 有 机 或 无 机 金 
多 数 元 素 能 做 选择 性 的 、 高 灵敏 度 的 检测 。HPLC 和 AAS 的 联机 使 ) 








究 中 已 得 到 应 用 。 








HPLC 柱 流出 物 是 溶液 ， 而 AAS 测定 所 
般 认为 只 需 将 HPLC 流 昌 
《0.5 一 2mlmin) 和 样品 溶液 引入 AAS 仪 
滴 (10011) 可 满足 AAS 的 分 析 要 
样品 的 原子 吸收 注入 方法 已 经 被 发 展 。| 
漏斗 中 ， 然 后 被 吸入 火焰 ， 实 现 AAS 分 析 。 

4. 与 原子 发 射 光 谱 仪 的 联 用 

许多 元 素 受 到 适当 的 激发 时 会 发 射 特 征 波长 的 辐 
行 测定 。 同 AAS 比较 ，AES 能 够 同时 进行 多 元 素 测 量 

AES 分 析 温 度 大 大 高 于 AAS 分 析 同 种 元 素 时 所 需要 的 温度 , 这 是 














为 方便 ， 











se 












































气 代 试剂 ,在 抑制 


提供 了 可 能 性 。 
日 技术 在 20 世纪 80 年 代 初 期 
的 气 代 溶剂 十 








四 中 
分 员 贯 


术 迅 猛 发 








FE 的 ， 为 实现 HPLC-NMR-MS 三 联 





已 经 7 

















开始 研究 ,但 是 




















和 溶剂 


展 ， 磁 场 强度 不 
溶剂 峰 方面 也 有 很 大 进展 , 设计 方面 








言 号 对 样品 的 干扰 等 技术 

















和 





于 NMR 灵敏 度 低 (10 “一 
上 的 原 
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] 主 





















































的 流速 〈2 一 10mlmin) 不 
求 ， 因 此 采用 人 工 调节 使 两 者 匹配 很 困难 。 
液 滴 形 成 器 收集 HPLC 流 昌 


断 提 高 ， 气 锁 通 道 性 能 
已 有 专 为 LC-NMR 联 


善 ， 可 以 
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六 二: 























要 有 三 种 模式 : 连续 流动 模式 、 停 止 流动 模式 和 峰 存 储 模式 ， 





属 化 合 物 的 样品 ， 原 子 吸 收 光谱 (AAS) 仪 对 大 



































] ， 在 环境 和 生物 化 学 研 
样品 也 为 液体 ， 因 此 HPLC 与 AAS 的 联机 较 
液 引 入 原子 化 器 即 可 。 但 困难 是 HPLC 柱 流出 液 的 流速 














匹配 ， 一 般 而 言 ， 一 滴 液 





























mr 
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因为 在 














可 采用 原子 发 射 光谱 
适合 于 在 线 监 测 HPLC 柱 流 出 物 。 








种 分 析 小 量 


上 物 ， 产 生 的 小 液 滴 落 入 











(AES) 仪 进 














AES 中 要 使 原 











子 激 发 ， 而 在 AAS 中 仅 是 原子 的 气 化 。AES 常用 的 激发 原子 的 方法 包括 火焰 法 和 电感 契合 





等 离子 体 法 ， 二 者 都 已 用 
(ICPAES) 比 火 焰 











ICPAES | 








HPLC-FAES 相 比 ，HPLC-ICPAES 法 
月 于 许多 物质 的 测定 ， 如 


HPLC-ICPAES 























亡 ! 日 
志 7/ 











pc 
=] 


一。 














于 HPLC-AAS 联 用 仪器 系统 。 相 比 之 下 ， 电 感 耦合 
AES (FAES) 的 灵敏 度 更 
] 作 HPLC 检测 器 对 多 数 金属 离子 的 检测 P 




















有 更 高 的 灵敏 度 和 











歼 合 物 中 的 铜 ， 有 























选择 性 ， 但 
机 爹 


其 成 




















民 达 到 10 一 10 "g/ml。 


属 配合 物 中 的 金 


等 离子 体 AES 





本 却 





履 | 小 
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站 I 














fF 品 中 的 砷 、 和 蛋白 
接口 连接 的 主要 问题 是 : 


中 的 悉 ， 生 物 相 
HPLC-ICP 


用 



































EE 型 的 LC 流 














质 、 核 糖 核酸 、 硒 等 。 
动 相 流速 不 适 于 等 离子 体 源 。 这 种 专属 原 








子 发 射 光 谱 检 测 器 一 般 使 用 在 线 雾 化 激发 小 体积 〈5 一 200hl) 液体 ， 液 体 转化 成 气 溶胶 后 引 








入 原子 激发 池 ， 使 用 一 种 全 注入 微 浓 喷雾 器 ， 
子 体 焰 炬 、 水 冷 喷雾 室 、 采 用 低压 和 低 流 类 
5. 与 电子 自 旋 共振 光谱 仪 的 联 用 

除了 红外 光谱 区 ， 电 磁 辐 射 
电子 自 旋 共振 光谱 (ESR) 可 
可 溶性 等 ， 但 目前 应 用 不 多 。 























电 





已 、 






























































的 微波 光谱 区 也 已 经 被 开发 使 用 ， 成 为 一 种 有 
以 满足 HPLC 对 检测 器 的 许多 要 求 ， 如 检测 限 、 选 择 性 、 溶 剂 


























ESR 的 研究 对 象 是 至 少 具有 














有 助 于 提高 较 低 的 筋 化 和 迁移 效率 。 减 小 等 离 
氧 掺 杂 等 方法 也 可 以 提高 转化 效率 。 





] 的 检测 器 。 

















个 未 成 对 电子 的 原子 或 分 子 。 分 子 中 的 未 成 对 电子 在 直流 





磁场 作用 下 产生 能 级 分 裂 ， 当 施加 在 垂直 于 磁场 方向 上 的 电磁 波 满 足 一 定 条 件 时 ， 处 于 低能 

















级 的 电子 吸收 电磁 波 能 量 跃迁 到 
反映 样品 的 结构 信息 ， 对 吸收 | 
进行 定性 、 定 量 分 析 。 

为 了 获取 ESR 光谱 ， 样 品 被 放 在 强 磁场 


























线 进行 积分 ， 可 测 


























高 能 级 ， 产 生 电 子 顺 磁 共 振 现 象 。 


得 
十 





吸收 信号 的 
习 旋 浓度 ， 从 











顺 磁 物 质 的 




















一 次 微分 谱 图 


而 实现 对 样品 








区 ， 用 微波 激发 。 在 0.34T (3400G) 磁场 区 ， 


共振 所 需 频 率 为 9.5X10"Hz， 最 小 可 测量 10 一 13mol 未 成 对 电子 ， 这 使 ESR 可 能 成 为 一 个 



















































































































































































最 灵敏 的 检测 器 。HPLC 与 ESR 的 连接 无 需 特 殊 的 接口 。 

用 “Co 放射 源 的 强 y 射线 激发 生物 分 子 如 和 氨基酸 、 核 酸 ， 能 获得 样品 的 ESR 谱 ， 但 由 
于 混合 物 样 品 的 谱 图 重 辣 ， 需 要 在 样品 结构 测定 前 进行 HPLC 分 离 。 其 缺点 是 许多 自由 基 的 
生命 周期 太 短 而 不 能 实现 分 离 ， 为 此 可 以 使 用 各 种 自 旋 捕捉 试剂 来 提高 自由 基 的 生命 周期 "1。 
在 HPLC-ESR 的 联 用 分 析 中 ， 除 了 可 以 获得 样品 浓度 信息 外 ， 还 可 以 通过 停 流 获得 样品 的 
ESR 谱 ， 得 到 未 成 对 电子 的 化 学 环境 信息 。ESR 作为 HPLC 的 检测 器 ， 具 有 很 高 的 选择 性 ， 
特别 是 对 不 同 氧化 态 的 金属 的 分 析 ; 缺点 是 ESR 的 灵敏 度 不 够 高 ， 且 价格 昂贵 。 

















利用 金属 元 素 与 自 旋 标记 试剂 反应 形成 配合 物 ， 通 过 测定 配 体 的 ESR 信号 ， 而 不 是 











属 元 素 的 顺 磁性 ， 也 可 以 进行 多 元 素 的 分 析 。 
6. 与 表面 增强 拉 曼 光谱 仪 的 联 用 


























当 一 束 单 色光 照射 到 样品 上 后 ， 样 品 分 子 使 入 射 光 发 旨 
1L 个 波 数 到 几 千 个 波 数 的 散射 光 为 拉 曼 散射 。 不 同 的 分 子 或 结构 : 

















E 散 射 。 在 散射 光谱 


Fe 


SE 





中 出 现 频 率 为 












































前 的 拉 曼 光谱 一 般 都 条 
































有 有 
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利于 满足 痕 量 分 析 检 测 
化 合 物 的 高 灵敏 度 、 高 选择 性 和 灵活 























而 表面 增强 拉 曼 散射 (SERS ) 可 以 使 拉 曼 散射 截面 增加 5 一 6 个 数量 级 ， 具 : 
的 需要 。SERS 已 经 成 为 检测 药物 、 生 物 医学 和 环境 
性 的 一 项 技术 。 
































有 特征 的 拉 曼 位 移 ， 拉 曼 光 
谱 线 的 强度 与 入 射 光 的 强度 和 样品 分 子 的 浓度 成 正比 ,， 据 此 可 以 对 样品 分 子 定 性 、 定 量 分 析 。 
激光 激发 ， 昌 然 激 光 使 拉 曼 效应 增强 了 ， 但 拉 曼 散射 仍 比 较 弱 ， 
有 较 高 的 灵敏 度 ， 





二 


等 领域 痕 量 有 

















许多 分 子 都 能 产生 拉 曼 散射 ， 但 SERS 效应 只 有 在 少数 金属 (Ag、Au、Cu、Li、Na、 





K 等 ) 表面 上 才 
效应 的 粗糙 度 ， 可 以 采用 多 种 处 3 
体 溶液 
谱 ， 有 助 于 减少 凝 架 趋向 。 近 年 来 ， 采 用 银 
展 。 研 究 结果 表明 ， 较 高 的 温度 会 加 大 胶体 凝 
二 维 色谱 图 (时 间 -SERS 强度 )， 而 且 能 获得 三 维 
性 分 析 提 供 更 多 的 依据 。 
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理 办 法 ， 其 中 采 】 
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AAS， 






































能 出 现 ， 其 中 银 的 表面 增强 效果 最 佳 。 为 了 使 
] 银 、 金 的 胶 
有 凝 毗 趋向， 会 导致 结果 重 现 性 差 ， 而 流动 系统 ， 如 流动 注射 技术 和 高 效 液 相 色 
的 胶体 溶液 的 SERS 在 HPLC ' 














i 达到 





金属 表 耳 








能 产生 SERS 














体 溶 液 有 较 好 














的 效果 。 但 胶 


的 应 用 逐渐 发 








增强 拉 曼 信号 ， 这 不 但 可 


以 得 到 通常 的 





图 谱 〈 时 间 - 拉 曼 位 移 -SERS 强度 )， 为 定 
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检测 器 使 用 普通 的 流通 池 时 ， 每 次 都 需要 用 稀 硝 酸 清洗 整个 系统 ， 以 去 除 银 的 胶体 溶液 
和 其 他 物质 在 管 壁 的 沉积 。 这 些 沉积 物 具 有 较 强 的 记忆 效应 ， 会 产生 色谱 峰 的 拖 尾 、 基 线 漂 
移 、 谱 图 干扰 等 。 为 此 ， 有 人 提出 了 一 种 无 窗 流通 池 的 设计 ， 柱 后 流出 液 与 Ag 的 胶体 浴 流 
混合 后 进行 检测 ， 效 果 较 好 。 

六 、 化 学 方法 定性 

化 学 方法 定性 就 是 利用 化 学 反应 ， 使 样品 中 茶 些 化 合 物 与 特定 试剂 发 生 反 应 ， 生 成 相应 
的 衍生 物 ， 常 用 的 方法 有 柱 前 预 处 理 、 柱 上 选择 除去 和 柱 后 衍生 三 种 。 

1. 柱 前 预 处 理 法 

这 是 使 用 物理 或 化 学 消除 剂 将 样品 中 某 类 化 合 物 消除 、 减 少 或 转化 ， 从 而 得 知 样品 中 是 
否 含 有 这 类 官能 团 化 合 物 的 方法 。 操 作 时 将 给 定 的 消除 剂 涂 在 载体 上 或 直接 放 在 消除 柱 中 ， 
或 放 在 进 样 的 注射 器 中 ， 当 样品 与 消除 剂 接触 后 ， 消 除 剂 迅速 使 这 类 化 合 物 发 生 不 可 逆 吸 附 
或 化 学 反应 ， 进 而 使 其 色谱 峰 消失 、 变 小 或 发 生 位 移 ， 通 过 比较 色谱 图 ， 可 以 判定 样品 中 有 
无 这 类 官能 团 化 合 物 的 存在 。 
使 用 这 种 方法 时 可 直接 在 色谱 系统 中 装 上 预 处 理 柱 ， 如 果 反 应 过 程 进 行 较 慢 或 进行 复杂 
的 试探 性 分 析 ， 也 可 使 试 样 与 试剂 在 注射 器 内 或 者 其 他 小 容器 内 反应 ， 再 将 反应 后 的 试 样 注 
入 色谱 柱 。 

2. 柱 上 选择 除去 法 

与 柱 前 预 处 理 法 的 原理 相同 ， 将 菜 些 有 特征 性 吸附 的 吸附 剂 装 入 一 个 短 柱 内 ， 或 将 茶 些 
特征 化 学 试剂 涂 到 一 些 载 体 上 ， 再 装 入 一 个 短 柱 内 ， 将 该 短 柱 〈 称 为 预 柱 ) 串联 在 分 析 柱 前 ， 
使 样品 中 某 些 组 分 在 通过 预 柱 时 被 吸附 或 与 这 些 特征 化 学 试剂 发 生化 学 反应 而 被 吸附 ， 从 而 
使 这 些 组 分 不 能 进入 分 析 柱 被 分 析 ， 在 色谱 图 上 与 这 些 组 分 相对 应 的 色谱 峰 将 消失 。 

3. 柱 后 流出 物化 学 反应 定性 法 

将 色谱 分 离 后 的 组 分 直接 通 入 到 某 些 特征 试剂 中 ， 或 将 柱 后 流出 物 收集 后 再 加 入 特征 试 
剂 ， 观 察 这 些 组 分 与 特征 试剂 发 生化 学 反应 后 的 某 些 变化 ， 如 颜色 变化 、 沉 淀 出 现 ， 有 和 气体 
放出 或 其 他 明显 变化 ， 即 可 对 未 知 组 分 的 类 型 作出 初步 鉴定 。 
用 柱 后 流出 物化 学 反应 定性 时 ， 使 用 的 检测 器 应 为 非 破 坏 性 检测 器 ， 即 样品 在 检测 器 内 
能 发 生化 学 反应 。 
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二 节 定量 分 析 方 法 

HPLC 不 仅 是 一 种 分 离 手 段 ， 同 时 也 是 一 种 优良 的 定量 分 析 技 术 。 它 不 仅 能 够 用 于 对 样 
品 〈 包 括 纯 样 品 ) 中 基本 或 主 成 分 的 定量 ， 还 能 用 于 对 中 等 浓度 多 组 分 混合 物 的 分 析 以 及 基 
体 中 痕 量 (10 了 或 更 低 ) 杂质 的 浓度 评价 。 精 心 设 计 行 之 有 效 的 分 析 方法 可 以 对 主 成 分 的 分 
析 在 准确 度 和 精密 度 两 方面 显示 出 较 高 的 水 平 [精密 度 为 土 (1%~2%); 准确 度 为 土 2%]。 色 
谱 法 定量 的 依据 是 : 样品 中 各 组 分 的 质量 或 其 在 流动 相 中 的 浓度 与 检测 器 的 响应 信号 成 正比 
关系 。 因 此 ， 进行 色谱 定量 分 析 时 需要 准确 测量 检测 器 的 响应 信号 ( 峰 面 积 或 峰 高 ); 准确 求 
得 比例 常数 (校正 因子 ); 正确 选择 合适 的 定量 计算 方法 , 将 测 得 的 峰 面 积 或 峰 高 换算 为 组 分 
的 含量 。 

一 、 信 号 的 测量 

1. 噪声 与 漂移 

在 第 四 章 介绍 的 HPLC 检测 器 评价 方法 

























































































































































































































































































上 


中 已 经 详细 论述 了 检测 器 噪声 与 漂移 的 测定 方 





























改 | 小 
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法 。 然 而 ， 对 HPLC 分 析 方 法 来 说 ， 仍 然 需 
口 














确定 噪声 与 漂移 。 





通过 相应 的 检测 器 加 














以 测量 ， 然 而 两 者 有 着 本 质 的 差别 。 
统 及 分 析 方 法 有 关 。 


前 者 纯 地 评价 









































个 、 








， 后 者 与 整个 仪器 系 





























噪声 是 指 在 没有 分 析 物 的 情况 下 基 
移 三 种 基本 类 型 。 

检测 器 噪声 、 
期 噪声 可 由 外 在 
以 被 校正 

基线 漂移 被 认为 是 一 种 特殊 类 型 的 
洗 脱 的 组 分 可 能 会 被 看 作 基 线 球 移 ， 这 
有 时 很 难 与 其 他 类 型 的 基线 飘移 区 别 开 来 ， 这 利 





况 下 基线 租 的 不 稳定 程 








二 他 
声 等 


泵 系统 的 脉动 以 及 积 
素 或 系统 本 身 引 起 ， 


统 的 电子 只 














分 系 
长 期 
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Ea 
长 上 
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E 肛 ， 


许 





虹 声 ， 梯 度 洗 脱 过 程 ! 
果 留 组 分 在 再 次 进 样 时 才 被 
线 问题 常 在 等 度 分 离 
色谱 工作 站 一 般 能 够 对 基线 飘移 做 出 很 好 








可 分 为 短期 、 长 期 和 基线 球 








多 因素 均 会 引起 短期 噪声 。 长 








虹 声 一 旦 被 识别 ， 一 般 在 确定 HPLC 方法 之 前 可 

















经 常 出 现 。 前 一 次 进 样 迟 
E 脱 掉 。 谱 


P 出现。 修了 






































移 也 可 能 得 到 较 精 确 的 峰 高 和 峰 面 积 的 测量 结果 ，: 
的 修正 。 

基线 飘移 有 时 由 检测 费 性 能 的 变化 造成 。 有 些 示 差 检测 器 对 温度 波动 特别 敏感 ， 检 测 器 
单元 中 任何 温度 改变 均 会 导致 输出 信号 严重 冉 移 。 在 UV 检测 器 














极 管 或 光电 管 强度 的 变化 有 时 也 会 导致 基线 飘移 。 


























3 





差 值 为 检测 器 基线 漂移 〈 图 6-7)。 选 取 所 记录 






































， 灯 《〈 老 化) 的 强度 或 二 





色谱 仪 开机 预 热 20min 后 ， 记 录 基线 lh， 取 1h 内 平行 包 络 线 的 中 心 线 的 起 点 与 终点 的 
线 中 噪声 较 大 的 Smin 作为 计算 噪声 的 基线 ， 

















以 1min 为 界 画 平行 包 络 线 (如 图 6-8 所 示 )， 按 式 (6-5) 计算 短期 基线 噪声 。 五 个 平行 包 络 
线 宽度 的 平均 值 作为 检测 器 短期 基线 噪声 。 
| 
A . 
人 1 
| 「 Pr 虐 
一 线 
和 一 2 
四 TT bs Hel 到 
保 和 如 ba 
| 册 
a 
00 70 140 210 280 350 420 49.0 Set 
叶 间 Amin 
天 基线 漂移 计算 示意 图 
区 
Ns=D yn (6-5) 
i=] 





式 中 ，Na 表示 短期 基线 噪声 ;，y; 表示 第 i 个 平行 包 络 线 
数 〈 此 处 n=5)。 











线 宽度 ; n 是 平行 包 络 线 的 个 





by 


输出 信号 


古训 和 
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叶 间 :min 


短期 基线 噪声 计算 
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2. 上 峰 高 
检测 器 测量 被 测 组 分 响应 值 的 最 简单 表达 方式 是 信号 峰 的 高 度 。 对 完全 分 离 的 单一 组 
分 ， 峰 高 是 指 从 基线 到 峰 顶 点 的 距离 ， 甚 中 基线 值 取 峰 前 和 峰 尾 多 点 数据 的 平均 。 长 期 噪声 


















































或 际 移 造成 基线 改变 时 ， 须 修正 峰 高 的 测量 值 



































对 完全 没有 分 开 的 峰 ， 


荆 

















J] 以 使 用 切线 镜 曾 的 方法 来 确定 峰 高 ， 如 


峰 1。 但 切线 镑 削 法 仅 适用 于 那些 小 峰 处 于 大 峰 拖 尾部 分 的 情况 中 1。 






































线 的 选取 、 峰 起 落 点 的 确定 有 一 些 差 蜡 ， 因 此 对 这 种 复杂 情形 的 处 型 














的 差异 09。 











人 
HPLC 中 的 峰 高 测量 


3.， 峰 面积 
































峰 面 积 是 HPLC 中 最 常用 的 定量 方法 。 完 全 分 离 色谱 峰 的 峰 面 


























开始 到 峰 终止 的 这 段 时 间 内 面积 的 积分 值 。 





























测量 峰 面积 的 准确 性 取决 于 多 种 因素 ， 其 中 基线 的 正确 选取 ， 精 确 







































































图 6-9 中 的 主 成 分 峰 与 
不 同 的 色谱 工作 站 对 基 
结果 可 能 也 会 存在 一 定 











积 可 定义 为 信号 强度 在 峰 




















也 定义 峰 起 落 点 是 关 


键 ， 需 要 收集 足够 的 数据 以 精确 评价 真实 峰 面 积 。 不 对 称 峰 或 拖 尾 峰 很 难 确 定 峰 的 起 落 点 ， 






































从 而 导致 定量 不 准 。 色 谱 工 作 站 中 皆 有 计算 峰 面积 的 功能 ， 也 可 以 也 





























1 用 手工 来 完成 。 











大 多 数 色 谱 工 作 站 的 峰 检测 〈 对 峰 面 积 而 言 ) 是 利用 一 设 定 的 阔 值 来 判断 峰 的 起 落 点 。 




































































不 恰当 的 阔 值 设 定 将 会 影响 定量 的 准确 度 ， 对 不 同 的 方法 建立 可 以 人 了 



































(1) 对 称 峰 的 峰 面 积 的 测量 手工 计算 峰 面积 通常 采用 “ 峰 高 X 峰 半 宽 法 ”。 对 了 




















形 ， 峰 面积 计算 公式 为 : 

















[干预 进行 适当 调整 。 





六 对 称 峰 


改 | 小 
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A=1.065Wiph (6-6) 

式 中 ， 系 数 1.065 为 色谱 峰 与 三 角形 面积 之 间 的 校正 系数 。 

按 式 (6-6) 计算 峰 面积 时 ， 需 注意 峰 宽 测量 的 准确 性 。 对 峰 宽 小 于 2mm 的 色谱 峰 ， 通 
过 放大 色谱 峰 后 进行 测量 可 以 减 小 计算 误差 。 

(2) 不 对 称 峰 的 峰 面积 的 测量 在 色谱 分 析 中 ， 经 常会 遇 到 不 对 称 的 色谱 峰 ， 如 图 6-10 
所 示 。 对 于 此 类 色谱 峰 ， 可 采用 峰 高 乘 以 平均 峰 宽 法 计算 色谱 峰 峰 面积 。 即 选取 峰 高 与 在 峰 
高 的 0.85 和 0.15 处 峰 宽 平均 值 的 乘积 来 表示 该 色谱 峰 峰 面积 。 
























































































































































1 
A (Wonat nas) (6-7) 


式 中 ，Woss、Wois 分 别 为 峰 高 的 0.85 处 和 0.15 处 的 峰 宽 。 


Hass 








不 对 称 色谱 峰 面积 的 测量 


(3) 大 峰 上 的 小 峰 的 峰 面积 测量 ”分 析 某 主 成 分 中 痕 量 组 分 时 ， 痕 量 组 分 色谱 峰会 受到 
主峰 的 干扰 ， 经 常会 出 现下 面 的 情况 :主峰 未 回 到 基线 ， 杂 质 已 开始 出 峰 ， 或 在 主峰 前 沿 出 
现 一 个 杂质 小 峰 。 常 见 的 情况 如 图 6-11 所 示 ， 此 时 测量 附 在 主峰 上 的 杂质 小 峰 峰 面积 的 关键 
在 于 如 何 确定 色谱 峰 峰 高 。 



























































































































































寺 








ib) 
[到 大 峰 上 小 峰 面积 测量 


图 6-11 (a) 所 示 的 峰 形 ， 沿 主峰 底部 划 出 杂质 峰 的 基线 ， 由 峰 顶 点 A 作 主 峰 基 线 的 重 



































线 AD， 与 杂质 峰 的 峰 底 相交 于 点 E£， 则 AE 为 杂质 峰 的 峰 高 (h)。 峰 高 一 半 处 峰 宽 为 5， 则 
杂质 峰 峰 面积 为 A=h，b。 
图 6-11 (b) 所 示 的 峰 形 ， 首 先 作 峰 起 点 4 和 终点 B 的 连 线 A4B， 从 小 峰 顶 点 C 作 4B 的 
垂直 线 交 48 于 E， 则 CE 即 为 小 峰 的 峰 高 (h)，CE 一 半 处 峰 宽 为 (过 C 玉 中 点 作 4B 平行 
线 ， 可 得 5)， 则 杂质 峰 峰 面积 为 A=h，。b。 
图 6-11 (c) 所 示 的 峰 形 ， 作 峰 起 点 4 和 终点 B 的 连 线 ， 过 峰 顶 点 C 作 4B 的 垂 线 ， 与 
BA 延长 线 相交 于 EE 点 ，CE 即 为 小 峰 的 峰 高 (h)，CE 一 半 处 峰 宽 为 bp (过 CE 中 点 作 4B 平 
行 线 ， 可 得 5)， 则 杂质 峰 峰 面积 为 A=h。 b。 
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(4) 基线 漂移 时 色谱 峰 面 积 的 测量 ”如 果 峰 面积 测量 时 发 生 基 线 漂移 ， 当 灵敏 度 不 改变 
时 ， 若 产生 的 色谱 峰 形状 与 大 峰 上 小 峰 的 形状 相似 ， 计 算 方法 同上 。 
图 6-12 所 示 的 峰 形 ， 基 线 的 漂移 程度 不 大 、 色 谱 峰 比较 窗 。 首 先 划 出 漂移 基线 4B， 过 
峰 顶 点 EE 作 时 间 坐 标的 垂 线 ， 交 4B 于 下，EF 即 为 峰 高 (h)， 过 EF 中 点 作 时 间 坐 标的 平行 
线 ， 得 到 该 色谱 峰 的 半 高 峰 宽 (b)， 该 色谱 峰 峰 面积 A=h。b。 
图 6-13 所 示 的 峰 形 ， 基 线 4B 漂移 较 大 、 色 谱 峰 较 宽 ， 此 时 由 顶点 E 作 4B 的 重 线 ， 与 
AB 相交 于 G，EG 即 为 色谱 峰 峰 高 (h)。 过 EG 中 点 作 漂 移 基 线 的 平行 线 与 色谱 峰 两 侧 分 别 
相交 于 、 玉 FH 即 为 半 高 峰 宽 (5b)， 该 色谱 峰 峰 面积 A=h。b。 



















































































































































































| 
| 

4 上- 
大 





基线 漂移 较 小 的 峰 面积 测量 基线 漂移 较 大 时 的 峰 面积 测量 


图 6-14 所 示 的 峰 形 ，2 号 峰 测量 时 所 用 的 灵敏 度 与 1 号 峰 和 3 号 峰 不 同 ， 如 果 变 换 灵 敏 
度 时 不 影响 2 号 峰 的 起 点 和 终点 的 记录 ， 则 基线 位 置 及 色谱 峰 面 积 可 按 前 面 所 述 方法 确定 。 
若 变换 灵敏 度 时 ，2 号 峰 的 起 点 和 终点 位 置 不 能 明确 确认 时 ， 确 定 峰 高 较为 复杂 。 先 作 1 号 
峰 和 3 号 峰 所 用 灵敏 度 档 的 漂移 基线 ， 再 由 2 号 峰 顶点 M 作 时 间 坐 标的 垂 线 ， 交 漂移 基线 于 
4， 交 时 间 坐 标 于 0。 将 O4 的 距离 乘 〈 或 除 ) 以 变 挡 的 倍数 ， 即 可 确定 变 挡 后 漂移 的 基线 与 
峰 高 的 交点 B， 连 接 原 点 与 B， 即 可 得 变 挡 基 线 ，MB 即 为 峰 高 (h)， 过 MB 中 点 作 变 挡 基线 
的 平行 线 可 得 2 号 峰 半 高 峰 宽 (b)。2 号 峰 的 峰 面积 A=h。 bb。 







































































































































































灵敏 度 改 变 时 峰 面积 的 测量 
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(5) 重 准 峰 的 峰 面 积 测量 ”色谱 分 析 中 常 遇 到 不 能 完全 分 离 的 重 羡 峰 ， 如 图 6-15 和 图 
6-16 所 示 ， 其 色谱 峰 面 积 测量 有 所 差异 。 

图 6-15 所 示 的 峰 形 ,两 色谱 峰 交 点 位 于 小 峰 半 峰 高 以 下 ,， 可 按 上 述 方法 测量 色谱 峰 高 及 
半 高 峰 宽 ， 色 谱 峰 峰 面 积 可 按 峰 高 (h) 和 半 高 峰 宽 (5) 的 乘积 计算 。 
图 6-16 所 示 的 峰 形 ， 两 色谱 峰 交 点 位 于 小 峰 半 峰 高 以 上 ， 可 采用 谷 - 谷 切割 ， 由 交点 了 
作 基 线 的 垂 线 , 将 两 色谱 峰 分 开 , 然后 可 用 积分 仪 测量 由 该 垂 线 分 开 的 两 个 色谱 峰 的 峰 面 积 
此 方法 测量 峰 面 积 ， 当 两 色谱 峰 峰 高 〈 或 峰 面积 ) 不 等 时 ， 小 峰 峰 面积 测量 的 相对 误差 将 
随 大 峰 与 小 峰 的 峰 高 (或 轿 面积 ) 比 值 的 增 大 而 显著 增 大 。 
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两 峰 重 又 交点 低 于 小 峰 半 峰 高 两 峰 重 又 交点 高 于 小 峰 半 峰 高 











随 着 电子 信息 科学 的 发 展 以 及 计算 机 应 用 的 普及 ， 绝 大 部 分 色谱 仪 都 配备 了 积分 仪 色谱 
数据 处 理 机 一 一 色谱 工作 站 ， 使 色谱 峰 高 和 峰 面 积 的 测量 变 得 相对 简单 ， 同 时 减少 了 峰 高 和 
峰 面积 的 测量 误差 ， 提 高 了 仪器 的 自动 化 程度 。 根 据 需 要 ， 人 们 可 预先 设 定 积 分 参数 〈 半 峰 
宽 、 峰 高 和 最 小 峰 面积 等 ) 和 基线 ， 仪 器 根据 这 些 参数 来 计算 每 个 色谱 峰 的 峰 高 和 峰 面积 ， 
并 直接 给 出 峰 高 和 峰 面积 的 结果 ， 以 便于 定量 计算 使 用 。 但 当 计算 机 无 法 正确 识别 一 个 完整 
的 色谱 峰 ， 以 至 于 计算 结果 出 错时 ， 志 需要 人 为 地 正确 调整 色谱 峰 的 起 落 点 ， 增 加 或 删除 色 
谱 峰 ， 以 保证 结果 的 准确 性 。 

色谱 图 上 基本 的 定量 数据 是 峰 面积 和 峰 高 ， 色 谱 定 量 分 析 的 基础 是 得 到 的 峰 面 积 〈 或 峰 
高 )》 和 进 样 量 呈 函数 关系 。 因 此 在 定量 分 析 时 ， 必 须 得 到 峰 面积 《或 峰 高 ) 的 数据 ， 其 测量 
的 准确 程度 将 直接 影响 定量 结果 的 准确 度 ， 峰 面积 测定 需 根 据 不 同 的 色谱 峰 形 采用 不 同 的 测 
量 计算 方法 。 峰 高 和 峰 面 积 均 可 以 在 HPLC 中 作为 定量 依据 ， 对 于 近似 对 称 的 色谱 峰 ， 计 算 
峰 高 要 比 计算 峰 面积 优越 得 多 。 

对 于 一 定 的 样品 ， 如 果 操 作 条 件 保持 不 变 , 在 一 定 的 进 样 量 范围 内 ， 半 高 峰 宽 基 本 不 变 ， 
峰 高 可 直接 代表 组 分 的 浓度 。 由 峰 高 代替 峰 面 积 计算 ， 方 法 快速 、 简 便 ， 适 用 于 固定 不 变 的 
常规 分 析 。 与 使 用 面积 定量 法 比较 ， 对 于 出 峰 早 的 组 分 ， 由 于 半 高 峰 宽 很 小 ， 相 对 测量 误差 


大 ， 这 时 用 峰 高 定量 更 准确 。 对 于 出 峰 晚 、 峰 较 宽 的 组 分 ， 用 峰 面 积 
口 
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定量 更 准确 。 
检测 器 的 响应 值 受 多 种 因素 的 影响 , 且 这 些 因素 对 峰 高 和 峰 面 积 的 影响 并 非 一 致 , 表 6-1 

中 对 不 同 因素 的 影响 极其 定量 方法 的 选择 作 了 系统 总 结 。 


色谱 参数 变化 与 定量 方法 选择 



















































































































































































好 的 定量 方法 
实验 条 件 可 能 的 原因 变化 参数 三 
面积 峰 高 
(1) 梯度 洗 脱 ;流动 相 分 级 
流动 相 / 固 定 相 (2) 吸附 活性 的 变化 大 x 
(3) 固定 相 流 失 
速率 泵 不 精确 ; 流速 改变 N x 
(1) 柱 床 压缩 
柱 效 (2) 柱 进口 端 强 保留 组 分 的 堆积 N x 
(3) 柱 填料 的 分 解 
温度 柱 温 不 稳定 大 x 
(1) 化 学 反应 造成 的 非 高 斯 峰 
峰 形 (2) 检测 器 响应 慢 x x 
(3) 填充 不 均匀 等 
样品 体积 进 样 重复 性 差 公 < i 











@ 峰 形 严重 拖 尾 。 




















二 、 定 量 方法 
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峰 高 和 峰 面 积 测量 仅 是 对 检测 信号 的 一 种 响应 ， 该 响应 需 同 组 分 的 浓度 或 者 质量 结合 方 
可 完成 定量 方法 。 无 论 在 相同 的 还 是 不 同 的 色谱 条 件 下 进行 的 试验 ， 均 要 采取 一 定 的 手段 加 
以 校正 ， 才 可 能 得 到 准确 的 定量 结果 。 主 成 分 自身 对 照 法 、 峰 面积 归 一 化 、 内 标 法 、 外 标 法 
及 标准 加 入 法 是 HPLC 定量 分 析 中 常用 的 校正 技术 。 

不 加 校正 因子 的 主 成 分 自身 对 照 法 是 最 简单 的 定量 方法 ， 也 可 以 认为 是 峰 面积 归 一 化 
法 的 特殊 形式 ， 其 使 用 前 提 是 假定 杂质 与 主 成 分 的 响应 因子 基本 相同 。 一 般 情 况 下 ， 如 杂 
质 与 主 成 分 的 分 子 结构 相似 ， 响 应 因子 将 不 会 有 太 大 差别 。 峰 面积 归 一 化 法 简便 快捷 ， 但 
天 各 杂质 与 主 成 分 响应 因子 不 一 定 相 同 、 杂 质量 与 主 成 分 量 不 一 定 在 同一 线性 范围 内 、 仪 
器 对 微量 杂质 和 常量 主 成 分 的 积分 精度 及 准确 度 不 相同 等 因素 ， 所 以 在 质量 标准 中 采用 有 
一 定 的 局 限 性 。 
已 知 杂 质 对 主 成 分 的 相对 响应 因子 在 0.9 一 1.1 范围 内 时 ， 可 以 用 主 成 分 的 自身 对 照 法 计 
算 含量 239， 超出 0.9 一 1.1 范围 时 ， 宜 用 杂质 对 照 品 法 计算 含量 ， 也 可 用 加 校正 因子 的 主 成 
分 自身 对 照 法 。 理 想 的 定量 方法 为 已 知人 杂质 对 照 品 法 与 未 知 杂 质 不 加 校正 因子 的 主 成 分 自身 
对 照 法 两 者 的 结合 。 研 究 人 员 可 根据 实际 情况 选用 合适 的 定量 方法 。 

1. 归 一 化 法 

对 色谱 图 中 所 有 色谱 峰 进 行 积分 后 得 出 总 的 峰 面 积 ， 每 个 峰 在 总 面积 中 所 占 的 百分数 可 
视 为 归 一 化 峰 面积 。 这 种 方法 经 常 被 用 作 确 定 杂 质 或 次 要 组 成 在 纯 物 质 中 的 含量 。 

把 所 有 出 峰 的 组 分 〈 混 合 物 中 各 组 分 ) 含量 之 和 按 100% 计 ， 计 算 其 中 某 一 组 分 含量 百 
分 数 的 定量 方法 ， 称 为 归 一 化 法 。 此 方法 要 求 欲 测 样品 中 各 组 分 均 能 流出 色谱 柱 ， 并 在 检测 
器 上 都 能 独立 产生 信和 号， 其 中 组 分 i 的 质量 分 数 可 按 式 (6-8) 计算 : 
A (6-8) 


i 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































式 中 ，A4; 为 组 分 i 的 峰 面 积 ; fj 为 组 分 i 的 质量 校正 因子 。 当 所 为 摩尔 校正 因子 或 体积 校 
正 因 子 时 ， 所 得 结果 分 别 为 组 分 i 的 摩尔 百 分 含量 或 体积 百分数 。 

若 样 品 中 的 组 分 为 同系 物 或 同 分 异 构 体 ， 校 正 因子 近似 相等 ， 可 不 用 引入 校正 因子 ， 将 
峰 面 积 或 峰 高 直接 利用 归 一 化 公式 计算 : 
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A, 
3 x 100% (6-9) 


i 
i 


高 效 液 相 色 谱 中 通 币 使 用 的 检测 器 均 为 紫外 、 奖 光 检 测 器 等 选择 性 检测 器 ， 它 们 对 不 同 
结构 化 合 物 的 响应 值 差 别 较 大 , 有 了 时 甚至 可 以 相差 儿 个 数量 级 , 对 成 分 复杂 的 样品 分 析 而 言 ， 
采用 归 一 化 法 定量 显然 不 可 行 。 示 差 折光 或 节 发 光 散 射 “ELS) 检测 器 等 通用 型 检测 器 对 许 
多 化 合 物 有 相似 的 响应 ， 因 此 可 以 采用 峰 面 积 归 一 化 法 定量 。 只 含有 UV 响应 相似 化 合 物 的 
样品 也 可 以 采用 这 种 方法 定量 。 实 际 上 ， 在 无 法 得 到 标准 品 的 情况 下 ， 采 用 归 一 化 峰 面 积 方 
法 进行 定量 分 析 相 当 方便 ， 尽 管 可 能 不 很 准确 。 

归 一 化 法 的 优点 是 简便 、 准 确 ， 进 样 量 、 流 速 、 柱 温 等 条 件 的 变化 对 定量 结果 的 影响 很 
小 。 归 一 化 法 也 存在 诸多 缺陷 ， 首 先 校 正 因子 的 测定 较为 腑 烦 ， 虽 然 一 些 校正 因子 可 以 从 文 
献 中 碍 到 或 经 过 理论 计算 求 得 ， 但 要 得 到 准确 的 校正 因子 ， 还 需要 用 每 一 组 分 的 基准 物质 直 
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接 测定 ， 再 者 必须 所 有 组 分 都 出 峰 ， 且 重 亚 色谱 峰 影响 峰 面 积 的 测量 。 
一 定 程度 的 限制 ， 在 使 用 选择 性 检测 器 时 ， ee 

2. 外 标 校 正法 

外 标 法 是 以 被 测 组 分 的 纯 品 (或 已 知 其 含量 的 标 样 ， 作 为 标准 品 进行 对 比 定量 的 一 种 方 
法 。 取 一 定量 标准 品 〈 即 一 定量 已 知 浓度 的 溶液 ) 在 给 定 的 色谱 条 件 下 注入 色谱 柱 ， 并 由 检 
测 器 测定 其 响应 值 ( 峰 面积 或 峰 高 )。 在 一 定 浓 度 范围 内 ， 标 样 量 与 响应 值 之 间 一 般 有 比较 好 
的 正比 例 关 系 : 























此 方法 的 应 用 受到 


















































































































































Ao=focoVo (6-10) 

式 中 ，Ao 为 峰 面 积 ; Vo 为 注入 的 标 样 溶 液体 积 ; co 为 标 样 溶液 浓度 ; 系数 ho 可 由 实 

验 测 得 。 

在 完全 相同 的 色谱 条 件 下 ， 如 果 未 知 样品 的 进 样 量 为 Vi/， 实 验 测 得 的 与 标 样 相同 组 分 

的 峰 面 积 为 A1， 根 据 式 “6-10)， 由 已 知 的 Ao、Vo 和 co 等 即 能 求 出 样品 中 该 种 组 分 的 相对 
浓度 Cl: 

































































A 4 

AV fV 

对 一 种 新 样品 的 高 效 液 相 色 谱 方 法 发 展 ， 或 者 仪器 系统 较为 稳定 的 常规 分 析 ， 一 般 需 要 

采用 外 标 作出 校正 曲线 ， 并 进一步 进行 定量 校正 。 标 准 曲线 法 首先 采用 和 欲 测 组 分 的 标准 样品 
绘制 标准 工作 曲线 ， 如 图 6-17 所 示 。 


(6-11) 
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外 标 法 校正 曲线 














用 标准 样品 配制 成 不 同 浓度 的 标准 系列 ， 在 与 分 析 欲 测 组 分 相同 的 色谱 条 件 下 ， 进 行 等 
体积 进 样 ， 作 出 峰 面 积 对 浓度 的 工作 曲线 。 理 论 上 ， 此 标准 工作 曲线 应 是 通过 原点 的 直线 。 
若 测 定 法 方法 存在 系统 误差 ， 标准 工作 曲线 不 通过 原点 。 标 准 工作 曲线 的 斜率 即 为 绝对 校正 
妹子 。 在 图 6-17 中 ,样品 1 和 样品 2 对 应 的 浓度 分 别 为 1.5mg/ml 和 2.4mg/ml。 从 理论 上 讲 ， 
截 距 为 零 的 校正 曲线 只 需 一 个 标 样 即 可 确定 ， 但 在 实际 工作 中 一 般 使 用 两 个 或 更 多 个 浓度 的 
标准 溶液 。 标 准 溶液 的 浓度 应 当 与 未 知 样 浓度 接近 。 色 谱 法 在 线性 范围 内 一 般 均 能 提供 较 好 
的 响应 与 浓度 的 线性 关系 。 对 浓度 较 大 的 样品 ， 作 适当 稀释 ， 使 之 范围 落 入 线性 范围 是 一 种 
很 好 的 选择 。 
在 测定 样品 中 的 组 分 含量 时 ， 应 该 在 与 绘制 标准 工作 曲线 完全 相同 的 色谱 条 件 下 ， 注 射 
相同 量 或 已 知 量 的 试 样 进行 色谱 分 析 ， 得 到 色谱 图 ， 测 量 色谱 峰 的 峰 面 积 或 峰 高 ， 根 据 校 正 
曲线 或 响应 因子 ， 结 合式 〈6-10) 和 式 (6-11) 可 以 求 出 其 浓度 值 。 
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为 在 样品 分 析 过 程 中 ， 色 谱 条 件 ( 
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对 不 需要 大 量 制备 的 样品 而 言 ， 外 标 法 非常 有 效 。 
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注射器) 操作 ， 精 密度 要 相对 差 一 
外 标 法 是 实验 室 最 常 ) 
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当 被 测试 样 中 各 组 分 浓度 变化 范 
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即 配制 一 个 和 被 测 
分 峰 面积 比 或 峰 高 
系统 误差 时 ， 该 法 的 误差 较 大 。 
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太 大 变化 。 为 了 使 溶液 浓度 保持 恒定 ， 要求 标 样 及 被 测 溶液 被 












































响 到 定量 结果 的 准确 
多 数 分 析 来 1 
， 常 需要 配合 其 他 校正 技术 。 
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完全 分 离 的 纯 物 质 ， 选 择 
组 分 时 ， 要 求 内 标 物 的 保留 值 介 


-下 erg 


适 
符 测 样品 中 ， 不 与 样品 组 分 发 生 作 
竺 测 组 分 相当 ， 与 其 他 组 分 分 离 B 
分 离 萃 取 人 性质。 

内 标 法 定量 的 具体 操作 步骤 如 下 。 
QD 先 用 分 析 天 平 准确 称 取 被 测 组 
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值 与 待 测 组 分 相近 ; 
化 性 


























当 样 品 中 有 几 种 被 
其 他 组 分 峰 重 车 。 

异 构 体 ); 不 存在 
浓度 《响应 值 ) 
有 相 























质 与 待 测 组 分 相似 ， 














的 溶剂 将 其 溶解 ， 如 此 得 











到 的 溶液 作为 混合 











标 样 使 ) 





|! 





。 取 一 








到 的 被 测 组 分 及 内 标 物 色谱 

















普 峰 的 峰 面 


























值得 注意 的 是 ， 式 (6-12) 中 W、 
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标 样 溶液 
线 如 图 6-18 所 示 。 


@ 称 取舍 a 组 分 的 被 测 物 W(g)， 另 准确 称 取 内 标 物 W, 
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[ 沽 辐 内 标 法 校正 曲线 





A,/W. 





























:一人 /由 (6-13) 
即 
_AW 
AF (6-14) 
组 分 a 在 被 测 样品 中 的 含量 : 
a = x100% (6-15) 














如 果 被 测 样品 中 除 a 组 分 外 ， 还 有 b、c、d 等 其 他 组 分 ， 均 可 按 此 方法 ， 先 分 别 求 得 每 
种 组 分 的 响应 值 ， 然 后 再 进一步 求 得 组 分 在 样品 中 的 含量 

与 外 标 校正 类 似 ， 采 用 单 点 校正 偏差 较 大 ， 通 常 需要 在 不 同 浓度 的 样品 溶液 中 加 入 相同 
浓度 的 内 标 物 配制 成 校正 液 ， 然 后 做 出 校正 曲线 。 并 进一步 确定 样品 中 的 目标 组 分 含量 。 

内 标 法 能 够 补偿 由 于 仪器 波动 造成 的 样品 体积 或 浓度 的 改变 。 使 用 内 标的 一 个 很 重要 的 
原因 在 于 样品 有 时 需要 繁杂 的 预 处 理 或 制备 。 样 品 处 理 包 括 反 应 (衍生 )、 过 滤 、 茜 取 等 ， 这 
些 步骤 均 会 导致 样品 的 损失 ， 而 在 样品 处 理 前 加 入 合理 选择 的 内 标 物 能 够 校正 这 些 损 失 。 此 
外 ， 内 标 法 定量 操作 过 程 中 将 样品 和 内 标 物 混在 一 起 注入 色谱 柱 ， 进 样 体积 的 不 重复 对 峰 面 
积 所 造成 的 影响 可 以 在 计算 过 程 中 被 抵消 ， 因 此 只 要 混合 溶液 中 被 测 组 分 与 内 标 物 量 的 比值 
恒定 ， 溶 剂 体积 的 变化 就 不 会 影响 定量 结果 。 

要 求 内 标 物 与 样品 中 所 有 组 分 均 完全 分 离 或 许 比较 苛刻 ， 对 简单 的 混合 物 可 能 并 不 太 
难 ， 但 对 复杂 样品 来 说 很 难 达到 ， 此 时 使 用 内 标 物 也 许 并 不 实际 。 内 标 法 的 精密 度 次 于 外 标 
法 ， 因 为 内 标 要 求 对 两 个 峰 的 结果 同时 加 以 测定 ， 而 外 标 仅 需 一 个 峰 。 此 外 ， 选 择 一 种 与 其 
他 峰 无 任何 干扰 的 内 标 物 也 增加 了 方法 的 复杂 性 , 因此 内 标 法 仅 用 在 要 求 制备 大 量 样品 方面 ， 
大 多 数 常规 分 析 采 用 外 标 法 或 许 更 适宜 。 

内 标 法 的 优点 : 使 用 时 没有 归 一 化 法 的 那些 限制 ， 可 以 抵消 色谱 条 件 ( 如 柱 温 、 载 气流 
速 、 桥 电流 和 进 样 量 )、 进 样 量 不 够 准确 等 原因 带 米 的 定量 分 析 误 差 , 特别 是 在 样品 前 处 理 (如 
浓缩 、 禁 取 、 和 衍生 化 等 ) 前 加 入 内 标 物 ， 然 后 再 进行 前 处 理 时 ， 可 部 分 补偿 欲 测 组 分 在 样品 
前 处 理 时 的 损失 。 内 标 法 是 以 待 测 旨 an ne 
内 标 法 可 以 分 为 校正 曲线 法 、 内 标 一 点 法 (内 标 对 比 法 )、 内 标 二 点 法 及 校正 因子 法 。 
内 标 法 的 缺点 : 选择 合适 的 内 标 物 比 较 困 难 ， 内 标 物 的 称 量 要 准确 ， 操 作 复杂 ， 且 必须 
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事先 测 得 相对 校正 因子 ;同时 加 入 内 标 物 之 后 ， 在 分 离 条 件 上 比 原样 品 要 求 更 高 一 些 (要求 
被 测 组 分 、 内 标 物 与 其 他 组 分 都 能 分 离 )。 

4. 标准 加 入 法 

标准 加 入 法 也 叫 琶 加 比较 法 ,是 一 种 特殊 的 内 标 法 。 在 选择 不 到 合适 的 内 标 物 时 ， 以 
样品 中 已 有 组 分 作 内 标 物 ,将 该 组 分 纯 物 质 加 入 到 待 测 样 品 中 , 然后 在 相同 的 色谱 条 件 下 ， 
比较 加 入 欲 测 组 分 纯 物 质 前 后 欲 测 组 分 的 峰 面积 《或 峰 高 )， 从 而 计算 出 欲 测 组 分 在 样品 


中 的 含量 。 













































































(4) 








Lb) 








BI 了 标准 加 入 法 定量 
(a) 未 知 样品 的 色谱 分 离谱 图 : (b) 加 入 内 标 物 后 的 色谱 分 离谱 图 〈 此 图 以 组 分 2 为 内 标 物 ) 




































































标准 加 入 法 测定 多 组 分 样品 时 ， 可 选择 样品 中 任 一 组 分 的 纯 物 质 作 为 内 标 物 〈 选 择 样品 
中 含量 小 的 组 分 ) 进 行 定量 分 析 。 具 体 步 骤 是 : 首先 将 样品 进行 色谱 分 析 ， 得 到 色谱 图 ， 然 
后 同 内 标 法 ， 称 取样 品 m(g)， 加 入 作为 内 标 物 的 组 分 m;(g)， 在 相同 的 色谱 操作 条 件 下 进 
行 试验 ， 得 到 对 应 的 色谱 图 。 由 图 6-19 中 的 两 张 色谱 图 可 知 原样 品 中 组 分 i (组 分 2) 的 色 
谱 峰 面积 分 别 为 4?， 原 样品 中 加 入 标准 物 后 的 色谱 峰 面积 分 别 为 外 ,然后 按 内 标 法 计算 出 组 
分 i (组 分 2) 的 定量 结果 。 
根据 图 6-19 (a)， 有 













































































































































































wi=fiAi (6-16) 
同样 ， 由 图 6-19 (b)， 有 : 
w; + Aw, = fh (6-17) 
结合 式 (6-16) 和 式 (6-17)， 得 到 组 分 i 的 计算 公式 
wan 和 - (6-18) 
A 
式 中 ，wi 为 样品 中 组 分 i 的 含量 ，Awi=mj/m。 
标准 加 入 法 的 特点 : 进 样 量 不 必 十 分 精确 ， 操 作 简 便 ， 不 需 另 外 的 标准 物质 作 内 标 物 ， 






































且 更 利于 色谱 分 离 ;， 在 样品 前 处 理 前 加 入 已 知 量 的 内 标 物 组 分 ， 可 避免 在 前 处 理 过 程 中 欲 测 
组 分 的 损失 对 定量 结果 的 影响 。 为 保护 结果 的 准确 性 ， 要 求 两 次 进 样 量 必 须 完 全 相同 ， 并 要 
求 两 次 色谱 条 件 完全 相同 以 保证 校正 因子 完全 相等 。 

5. 痕 量 组 分 定量 分 析 方法 

HPLC 是 分 析 各 种 类 型 样品 中 痕 量 组 分 〈 科 0.01% ) 的 一 种 有 效 技术 。HPLC 分 析 痕 量 组 
分 的 优势 有 : 高 分 离 能 力 ， 适 合 准确 定量 ; 较 好 的 灵敏 度 和 选择 性 ; 某 些 样品 的 预 处 理 简单 ; 
























































































































































第 六 章 “定性 定量 方法 | 163 | 


履 | 小 


| 164 | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 
































可 以 对 原始 样品 预 富 集 以 提高 灵敏 度 。 痕 量 分 析 的 目的 不 同 于 混合 物 中 主 成 分 的 定量 检测 ， 
需要 解决 的 问题 是 测定 混合 物 中 一 种 或 几 种 组 分 的 微量 浓度 。 痕 量 分 析 的 主要 目的 在 于 准确 
求 出 痕 量 组 分 的 浓度 ， 由 于 本 身 低 浓度 的 限制 ， 通 常 只 要 求 精密 度 在 5% 一 15% 范 围 内 。 
通常 情况 下 ， 样 品 无 需 预 处 理 可 以 直接 注入 HPLC 柱 中 ， 然 而 有 时 痕 量 组 分 在 分 析 之 前 
必须 经 过 固 相 禁 取 、 液 液 禁 取 、 过 滤 、 组 合 柱 和 柱 后 反 冲 等 处 理 步 双 C， 以 使 其 浓度 达到 可 以 
检测 的 范围 ， 或 去 除 一 些 可 能 影响 分 离 、 检 测 的 组 分 。 样 品 中 经 常 含有 中 性 、 碱 性 和 酸性 组 
分 ， 以 及 玲 水 性 较 强 的 物质 , 样品 预 处 理 能 有 选择 性 地 去 除 某 些 组 分 而 保留 所 需 组 分 。 此 外 ， 
样品 的 预 处 理 也 可 用 来 改善 分 析 的 准确 度 。 
为 最 大 限度 地 消除 和 干扰 并 得 到 最 佳 的 准确 度 ， 痕 量 组 分 峰 必 须 与 邻近 峰 完全 分 开 。 两 峰 
靠 得 很 近 且 痕 量 组 分 峰 较 主 成 分 先 流 出 时 ， 测 量 结果 较 精 确 。 相 反 地 ， 痕 量 组 分 峰 在 主 成 分 
峰 拖 尾 的 边缘 上 洗 脱 时 ， 精 确定 量 将 很 困难 。 
痕 量 分 析 通 常 采 用 等 度 洗 脱 的 分 离 模式 ， 这 样 可 以 得 到 较 好 的 检测 基线 和 保留 时 间 重 现 
性 。 痕 量 组 分 的 定量 分 析 常 采用 峰 高 定量 法 。 这 种 方法 受 峰 重 天 影响 较 小 《准确 度 最 好 ) 
有 具 有 足够 的 精密 度 。 在 痕 量 分 析 中 为 得 到 最 好 的 灵敏 度 ， 一 般 尽 可 能 加 大 进 样 量 。 假 若 样 品 
量 有 限 ， 使 用 较 小 内 径 的 色谱 柱 可 以 有 效 提 高 检测 灵敏 度 。 
痕 量 分 析 外 标 校 正法 : 大 多 数 痕 量 组 分 的 校正 均 是 在 样品 基体 《如 血清 》 中 进行 的 。 在 
空白 〈 无 分 析 物 的 基体 ) 洲 液 中 加 入 校正 标准 物 ， 并 进行 正常 的 样品 制备 。 校 正 范 围 应 该 包 
含 样 品 中 待 测 物 的 浓度 ， 且 不 应 与 样品 中 待 测 痕 量 组 分 浓度 相差 太 多 。 在 精心 设计 的 痕 量 分 
析 方 法 中 ， 校 正 曲线 应 该 能 外 延至 纵 坐 标的 零点 。 如 果 外 延至 零点 以 下 ， 说 明 在 分 离 中 已 有 
部 分 样品 损失 。 如 果 校 正 线 外 延至 零点 以 上 ， 说 明基 线 干 扰 或 样品 中 的 其 他 组 分 产生 干扰 。 
在 痕 量 分 析 中 一 般 需 要 样品 的 预 处 理 过程 ( 茜 取 、 固 相 茜 取 等 )， 为 确保 足够 的 准确 度 ， 
对 大 多 数 系统 分 析 物 的 绝对 回收 率 至 少 为 75%。 当 回收 率 太 低 或 不 稳定 时 ， 适 当 的 内 标 能 改 
善 痕 量 分 析 的 精度 。 假 若 空 白 样品 无 法 得 到 也 可 采用 标准 加 入 法 。 
标准 加 入 法 通过 往 样品 基体 中 加 入 不 同 质量 的 待 测 物 ， 并 分 别 测 出 样品 的 响应 值 ， 用 响 
应 值 对 加 入 的 待 测 物 浓度 作 图 ， 然 后 将 直线 外 延至 与 横 坐 标 相 交 所 对 应 的 值 即 是 样品 中 待 测 
物 的 浓度 〈 图 6-20)。 
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标准 加 入 法 对 废水 中 痕 量 五 氯 苯 ( PCP ) 的 定量 分 析 
第 三 万 ”方法 论证 
™、 方法 让 企 证 规范 
HPLC 方法 建立 后 ， 通 常 需 进行 论证 。 方 法 全 面 论证 包括 专属 性 、 线 性 、 准 确 性 、 精 密 


0 表 6-2 给 出 了 满足 精密 准确 、 稳 定 可 笔 并 可 移植 转让 的 
严格 HPLC 标准 方法 的 论证 方案 。 一 般 情况 下 ， 针 对 不 同 的 分 析 目 的 ， 可 能 只 要 求 一 次 成 功 






























































































































































\、“ 粗 略 ” 地 答复 某 一 特定 问题 ， 则 只 需要 对 其 中 的 几 项 加 以 考察 。 通 过 方法 
找 出 可 能 因 仪 器 和 操作 者 的 不 同 而 导致 的 潜在 问题 。 
严格 HPLC 标准 方法 的 论证 方案 
序 号 论证 方案 
1 应 预备 数据 表明 所 需 方法 的 性 能 
有 为 其 他 操作 者 使 用 的 书面 分 析 步 又 
久 一 个 以 上 的 系统 或 操作 者 , 用 包括 期 望 组 分 和 期 望 被 测 物 浓度 的 样品 系统 地 论证 方法 的 性 能 ， 比 较 
不 同时 间 和 不 同 实验 室 之 间 的 实验 数据 
4 应 得 到 色谱 柱 的 期 望 寿命 以 及 柱 间 重 现 性 的 数据 
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5 研究 不 正常 的 结果 ， 以 纠正 潜在 的 问题 
6 研究 所 有 影响 分 离 的 条 件 (温度 、 流 动 相 组 成 、pH 值 等 ); 规定 这 些 条 件 的 限度 ;对 可 能 发 生 的 问题 

















(关键 谱 峰 对 分 离 不 足 ， 随 运行 时 间 延 长 ， 最 未 谱 峰 保留 值 增加 等 ) 提出 建议 措施 
注 : 主要 用 于 日 常 工作 或 质量 监控 方法 。 

二 、 方 法 论证 中 的 问题 

随 着 方法 建立 的 进行 ， 可 能 会 出 现 各 种 问题 ， 表 6-3 中 列 出 其 中 的 一 些 问 题 及 可 能 的 原 
于 。 其 他 问题 还 包括 : 中 开始 时 色谱 图 中 有 的 谱 峰 可 能 比 所 期 望 的 要 宽 〈 塔 板 数 低 )， 或 谱 峰 
严重 拖 尾 ;，@ 在 方法 应 用 中 还 会 发 现 用 同一 (或 不 同 ) 厂家 的 “规格 相同 ”色谱 柱 替 代 原 柱 
后 ， 分 离 情况 会 变 得 难以 接受 ; 图 常规 实验 室 无 法 用 《〈 规 格 相同 的 ) 男 柱 重 复方 法 ; 色谱 柱 
寿命 短 ( 如 进 样 不 足 100 次 即 不 能 再 用 ); @ (同一 色谱 柱 ) 重复 进 样 的 色谱 图 不 一 样 ， 定 量 
精度 较 差 :加 保留 时 间 从 一 系列 运行 的 开始 直至 结束 一 直 漂 移 ，@ 在 后 面 样品 的 色谱 图 中 可 
BE 出 现 其 他 峰 干 扰 被 测 物 测定 。 

EEC 殉 方法 建立 和 论证 期 间 可 能 出 现 的 问题 
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序 号 问 题 Ee 
1 塔 板 数 低 色谱 柱 选择 不 对 ， 二 次 保留 、 峰 形 不 好 的 影响 
2 色谱 柱 易 变性 色谱 柱 选择 不 对 ， 二 次 保留 的 影响 
3 色谱 柱 寿 命 短 色谱 柱 选择 不 对 ， 样 品 需 预 处 理 
4 保留 值 变 化 色谱 柱 平衡 不 够 ,样品 需 预 处 理 ， 键 合 相 流失 
5 定量 精度 差 需 更 好 地 校正 ， 找 出 误差 的 来 源 
6 出 现 新 的 干扰 峰 初始 分 离 不 够 或 初始 样品 无 代表 性 
上 





























将 长 期 使 用 的 常规 方法 ， 最 好 先 对 这 些 问 题 进行 预测 并 加 以 改善 ， 方 法 重 现 性 差 会 直接 
影响 质量 控制 或 生产 实验 室 的 工作 。 

好 的 方法 可 以 容忍 实验 条 件 的 微小 变化 ， 一 般 色谱 工作 者 容易 掌握 、 便 于 移植 。 可 通过 
一 定 的 实验 设计 ， 研 究 不 同 条 件 对 分 离 的 影响 。 

三 、 准 确 度 、 精 密度 和 线性 范围 

HPLC 定量 技术 的 方法 论证 要 求 给 出 方法 的 准确 度 、 精 密度 和 线性 范围 。 准 确 度 定义 
为 测量 值 与 真实 值 接近 的 程度 ， 真 实 值 可 通过 各 种 方法 来 确定 "”"， 准 确 度 值 通常 用 相对 误 
差 表 示 : 










































































































































































已 = 于 到 (6-19) 


式 中 ，E. 为 相对 误差 ;i 为 测量 值 ，% 为 真实 值 。 
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精密 度 是 指 同一 样品 多 次 测量 结果 的 重复 程度 ， 包 括 使 用 不 同 的 仪器 、 样 品 制 备 、 实 验 
室 以 及 不 同 的 操作 人 员 等 在 一 天 或 经 过 数 天 所 得 到 结果 之 间 的 重 现 性 ， 通 常用 相对 标准 偏差 


表 不 : 
| (x —x)" 
6-20 
RSD=! = x100% L 
区 n—l 


式 中 , 大 表 示 n 次 测量 结果 的 算术 平均 值 ; x; 表 示 第 i 次 的 测量 结果 ; n 是 总 的 测量 次 数 。 
线性 范围 是 指 响应 值 与 样品 浓度 的 校正 曲线 近似 成 直线 关系 的 范围 ， 即 数据 满足 线性 方 
程 的 程度 ,每 一 种 被 分 析 物 在 较 宽 的 浓度 检测 范围 有 恨 好 的 线性 响应 是 定量 分 析 方 法 的 关键 。 
响应 值 与 样品 浓度 之 间 的 线性 关系 可 以 表示 为 : 
y=mx+b (6-21) 
式 中 ，y 为 检测 器 的 响应 值 ; x 为 样品 组 分 的 浓度 ; m 为 直线 的 斜率 ; 5 为 直线 的 截 距 。 
理想 情况 下 ，2s 关 0， 即 响应 值 与 浓度 呈正 比例 关系 ， 这 种 情况 下 测量 更 精密 且 计 算 容 易 ， 同 
时 可 用 较 少 的 标准 样品 数据 确定 方程 中 的 系数 。 
对 于 稀 溶 液 样品 ，UYV 检测 器 的 响应 值 与 溶质 浓度 间 的 关系 符合 Beer 定律 ， 即 正比 例 关 
系 。 线 性 校正 也 可 以 说 明 系 统 在 所 研究 的 浓度 范围 内 运转 良好 。 此 外 ， 线 性 方法 (ps0) 可 
以 用 一 个 (最 好 为 两 个 ) 点 提供 快速 方便 地 检验 校正 的 准确 度 。 假 如 新 校正 结果 较 原 有 值 有 
大 于 2o 的 偏差 则 要 求 重新 校正 。b#0 的 线性 响应 或 者 非 线性 响应 对 某 些 方法 可 能 更 合适 ， 但 
数据 处 理 过 程 将 较为 复杂 。 
四 、 检 测 限 和 定量 限 


分 析 物 最 小 可 测量 浓度 [或 称 作 检测 限 (LOD)] 是 指 能 被 可 靠 检 测 的 最 小 浓度 。LOD 
与 体系 的 信号 和 噪声 有 关 ， 通 常 被 定义 为 信 串 比 (S/N') 至 少 为 3 : 1 的 峰 。 图 6-21 给 出 了 
型 的 检测 器 信号 是 噪声 三 倍 的 例子 ， 噪 声 《〈 峰 对 峰 ) 为 10 个 单位 而 信号 为 30 个 单位 。 
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品 中 
< 
只 户 =10 
WwW 手 蛤 上 -10 一 一 





{a (bh) 
区 区 区 峰 的 信 噪 比 (SN)=3 
(a) 检测 限 (LOD) =3 : 1; (pb) 定量 限 (LOQ) =10 : 1 





























最 大 定量 限 是 指使 用 定量 方法 能 够 可 靠 测 定 的 最 大 浓度 。 最 小 定量 限 [ 亦 被 称 为 定量 限 
(LOQ)] 是 指 在 某 一 指定 水 平 的 准确 度 和 精密 度 下 能 够 可 靠 定量 的 最 低 浓 度 。LOQ 有 三 种 不 
同 的 表达 方式 : 类 似 于 LOD， 但 要 求 信 品 比 (S/N') 至 少 为 10; 包 定 义 某 一 精密 度 ， 然 后 根 
据 实验 确定 相对 于 该 水 平 的 精密 度 需 要 多 大 的 峰 高 ; @@ 假 定 基线 噪声 近似 为 一 宽度 为 4 个 标准 
偏差 (N=4o) 单位 宽度 的 高 斯 分 布 。 若 SIN=5， 用 峰 高 测量 估计 的 最 好 精密 度 约 土 10%。 
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最 大 定量 限 通常 由 检测 器 的 线性 范围 决定 〈 即 检测 器 随 溶质 浓度 的 增加 不 再 呈 线 性 响 
应 )。 最 大 和 最 小 定量 限 决定 了 方法 应 用 的 浓度 或 质量 范围 。 假 如 需要 更 高 浓度 样品 的 定 
析 ， 将 样品 稀释 至 可 检测 的 范围 内 是 有 效 扩大 检测 范围 的 一 种 人 简便、 有 效 的 手段 。 
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改 | 小 


一 、 概 述 
电泳 〈electrophoresis) 是 指 带电 粒子 在 电场 作用 
极 方向 移动 的 现象 ,利用 这 种 现象 对 化 学 或 生物 化 学 组 分 进 
| 泛 应 用 于 生物 化 学 、 分 子 生物 学 、 


术 。 日 


等 领域 。 




















前 ， 电 泳 技术 已 


第 七 章 


述 








电泳 : 20 世纪 80 年 代 以 前 ， 电 泳 技术 围绕 制 腕 、 电 泳 、 染 
高 分 辨 率 、 灵 人 敏 度 、 简 化 操作 、 缩 短 电 泳 时 间 以 及 扩大 应 用 范围 等 方 四 
和 尝试。 四 毛细 管 电泳 : 1981 年 ，Jorgenson 等 在 内 径 7Shm 的 石英 毛细 

















效 高 达 40 万 塔 板 / 米 ， 这 促进 电泳 技术 发 生 了 根本 性 
高 效 液 相 色谱 (HPLC) 相 媲 美的 革新 的 分 
日 比 于 传统 的 平板 电 访 ， 其 重要 改进 在 于 采用 了 内 径 为 微米 级 〈10 一 
E 为 分 离 通 道 ， 从 而 电泳 过 程 中 所 产生 的 热 


electrophoresis,，CE)。 
100hm) 的 石英 毛 纪 
效应 大 大 减 小 ， 使 采用 高 电场 成 为 可 能 ; 
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的 技术 称 为 
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_ 国 . 台 马 


里 村 


高 达 数 万 伏 电 压 的 











男 一 方面 ， 











动力 ， 可 采用 更 长 的 毛 
可 达 每 米 几 十 万 塔 板 ， 上 有 























三 志 ;4 


具有 分 析 速 度 


进一步 使 分 离 能 力 增 加 。 




















一 、 








点 ， 自 其 出 现 以 来 ， 立 即 引 起 了 广泛 的 关注 。 


1984 年 Terabe 等 ! 









































发 展 了 以 组 分 在 毛细 管内 
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CE 的 柱 效 远 高 于 HPLC， 弄 


央 ， 分 离 效 率 高 ， 操 作 方 便 ， 样 品 、 溶 剂 消 


药学 


外 泳 及 相关 技术 自问 世 以 来 ， 获 得 了 巨大 的 发 展 ， 其 发 展 大 致 可 分 为 两 个 阶段 。@ 中 平板 
色 三 个 技术 环节 不 断 改 进 ， 在 提 
i 开展 了 系统 的 探索 与 
管内 进行 电泳 分 析 ， 柱 
FE 的 变革 ， 迅 速成 为 可 与 气相 色谱 (GC)、 





电泳 ”( capillary 


够 快速 散发 ， 焦 耳 热 
使 用 ， 增 大 了 电场 推 



































论 塔 板 数 
耗 少 等 优 














4 胶东 和 缓冲 溶液 之 间 分 配 为 基础 进行 分 






































Cohen 等 5 提出 了 基于 分 子 


国际 CE 会 议 的 召开 ， 标 志 着 一 门 新 的 分 支 


离 的 毛细 管 胶 束 电动 色谱 (micellar electrokinetic capillary chromatography，MEKC )。1987 
年 Hjerten 等 2 将 传统 的 等 电 聚 焦 过 程 引 入 到 CE 中 ， 发 展 了 基于 等 电 点 不 同 而 实现 分 离 的 
毛细 管 等 电 聚 焦 (capillary isoelectric focusing，CIEF)。 同 年 ， 

量 大 小 往 分 机 理 的 毛细 管 凝 有 电泳 (capillary gel electrophoresis，CGE)。1988 一 1989 年 出 
现 的 第 一 批 CE 商品 仪器 ， 以 及 1989 年 第 一 届 


CE 技术 在 经 历 了 20 世纪 八 九 十 年 代 的 快速 发 展 之 后 ，HH 




















HH 现 了 一 段 时 间 的 停 洲 ， 主 要 











受 限 于 当时 精密 仪器 制造 加 工 技术 的 不 足 ， 导 致 CE 重 现 性 较 差 ， 难 以 满足 日 常 定 划 














步 微型 化 使 其 





速 分 析 。 
质谱 检 洲 


杆 质 谱 、 离 子 脐 质谱、 时 间 飞 行 质谱 、 电 感 厅 合 等 离子 体质 谱 、 








性 分 析 要 求 。 随 着 21 世纪 生命 医药 科学 的 兴起 及 仪器 技术 的 革新 ，CE 
的 视野 。 在 分 离 分 析 生 物 大 分 子 如 蛋白 
有 具有 较 大 优势 ， 如 样品 耗 量 少 、 分 析 速 度 快 等 。 尤 其 是 随 着 芯片 电泳 的 









































在 快速 、 高 通 








量 检测 生物 大 分 子 方面 比 CE 更 


























优势 ， 更 适合 珍 


已 、 和 下 























再 次 进入 了 下 
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1 器 和 CE 联 





技术 可 以 提供 更 加 丰富 











的 信息 。 














前 ，CE 已 经 成 功 地 和 多 重 四 


pws 
多 石 





、 多 肽 、DNA、RNA、 细 胞 等 时 ，CE 相 比 HPLC 
时 现 ， 仪 器 的 进 一 
样本 的 快 
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人 厂 质 谱 和 傅 里 叶 变换 离子 回 
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旋 共 振 质 谱 等 联 用 。 在 复杂 生物 体系 的 分 离 鉴定 和 复杂 中 药 体系 的 分 离 分 析 中 发 挥 着 越 来 越 
EE 要 的 作用 。 

手 性 药物 分 离 是 医药 研究 的 另 一 个 重要 领域 。CE 用 于 手 性 分 离 时 ， 操 作 方 便 ， 成 本 低 ， 
仅 需 在 运行 缓冲 液 中 加 入 手 性 选择 剂 即 可 ， 更 换 手 性 选择 剂 也 非常 容易 ， 同 时 其 分 离 效 率 往 
往 高 于 HPLC， 因 而 越 来 越 多 的 医药 工作 者 采用 CE 技术 来 分 析 手 性 药物 。 
随 着 科学 技术 的 发 展 ， 对 分 析 技 术 的 要 求 越 来 越 高 ， 分 离 分 析 对 象 也 越 来 越 复 杂 。 虽 然 
CE 技术 中 有 一 些 在 线 富 集 方法 ， 能 够 在 一 定 程度 上 直接 用 于 复杂 样本 的 分 析 ， 然 而 为 了 进 一 
步 纯 化 样本 、 富 集 目标 物 ， 越 来 越 多 的 样品 前 处 理 方法 和 CE 在 线 或 离线 联 用 ， 如 固 相 茜 取 、 
固 相 微 禁 取 、 液 液 茜 取 、 液 液 微 禁 取 等 。 这 些 方法 一 般 操作 较为 简单 ， 能 够 有 效 地 去 除 基 质 干 
扰 物 ， 使 样品 适合 于 CE 进 样 ， 提 高 分 析 的 选择 性 和 灵敏 度 。 在 前 处 理 步 又 中 亦 可 对 目标 物 进 
行 衍生 化 ， 使 之 更 适 于 CE 检测 。 样 品 前 处 理 结合 CE 在 线 富 集 技术 往往 能 极 大 程度 地 提高 富 
集 倍 数 ， 得 到 满意 的 灵敏 度 ， 非 常 适 合 于 复杂 样本 中 痕 量 目标 物 的 分 析 检 测 。 

二 、 基 本 理论 

1. 电 渗 现 象 与 电 渗流 

当 固 体 与 液体 接触 时 ， 在 适当 条 件 下 ， 因 固体 表面 分 子 离 解 和 /或 吸附 溶液 中 的 离子 ,在 
液 - 固 界面 之 间 会 形成 双 电 层 ， 二 者 之 间 存 在 电位 差 。 当 对 液体 两 端 施加 电压 时 ,液体 相对 于 
固体 表面 会 发 生 移 动 ， 这 种 液体 相对 于 固体 表面 移动 的 现象 称 为 电 渗 现象 ， 其 中 整体 移动 的 
液体 称 为 电 渗 流 (electroosmotic flow， 简 称 EOF)。 以 未 进行 表面 修饰 的 熔融 石英 毛细 管 为 
例 ， 当 使 用 含有 一 定 电解 质 浓 度 的 极 性 溶剂 作为 流动 相 ， 且 pH>2.2 时 ， 毛 细 管 内 壁 的 硅 凑 
基 离 解 使 其 表面 带 负 电荷 。 为 达到 电荷 平衡 ， 溶 液 中 的 正 离子 会 聚集 在 管内 壁 表面 附近 形成 
双 电 层 ， 双 电 层 靠近 溶液 的 一 面 因 电 荷 的 累积 不 同 又 可 分 为 紧密 层 〈Stern 层 ) 和 扩散 层 ， 如 
图 7-1 所 示 。 当 毛细 管 两 端 施加 电压 时 ， 组 成 扩散 层 的 阳离子 向 负极 移动 ， 由 于 这 些 离子 是 
溶剂 化 的 ， 会 带动 毛细 管 中 的 溶液 整体 问 负 极 运动 ， 形 成 电 渗流 。 
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[权柄 石英 毛细 管 双 电 层 示意 图 
(a) 硅 羟 基 解 离 ;，(b) 双 电 层 形 成 











履 | 小 








| 17o | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 




















EOF 的 大 小 用 电 渗 流速 度 vaog 表 示 ， 它 取 雇 于 电 渗 消 度 Ueor 和 电场 强度 已 ， 即 































































































VEOF=HEOFE (7-1) 
Apor 取决 于 电泳 介质 及 双 电 层 的 Zeta 电势 ， 即 
HEOF=E0€6 (7-2) 
式 中 ，6e0 为 真空 介 电 常数 ，e 为 介 电 常数 ，6 为 Zeta 电势 。 由 式 《7-1) 和 式 〈7-2) 可 得 
VEOF=60E6E (7-3) 
veoF 可 通过 测定 EOF 标识 物 在 电泳 中 的 迁移 速度 而 获得 ， 其 计算 公式 为 
VEOF=Lert/tEOF (7-4) 

















式 中 ，Lorr 为 毛细 管 有 效 长 度 ; tgor 为 EOF 标记 物 (一 般 是 中 性 物质 〉 的 迁移 时 间 。 
EOF 的 流 型 与 HPLC 流 型 不 同 。 用 激光 照射 菊 光 样品 在 毛细 管 中 不 同时 间 时 的 形状 ， 就 
可 以 看 出 这 两 种 驱动 力 对 流 型 的 影响 ， 如 图 7-2 所 示 。 


下 ES 加 二 | 
上 时 古风 
加 和 到 外 


+V <— —>EOF 
200V/em 

































































( (b) 
”压力 (a) 和 电 (b) 驱动 的 柱 床 流 型 剖面 图 
(a) 内 径 100hm 毛 细 管 ， 图 中 标示 时 间 单 位 为 ns， 荧光 物质 为 右 旋 糖 将 ， 水 溶液 体系 ; 
(Cb) 内 径 75hm 毛 细 管 ， 图 中 标示 时 间 单 位 为 mns， 菊 光 物 质 为 5-(6)- 羧 基 -Q- 罗 丹 明 ， 
溶液 为 乙 且 - 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 (Tris) 缓冲 液 (pPH=8)， 电 场 为 200V/cm 
























































可 以 看 出 ，EOF 为 塞 式 流 型 ， 整 体 移动 ， 谱 带 展 宽 很 小 。HPLC 为 抛物 线 流 型 ， 管 壁 处 
流速 低 ， 管 中 心 处 的 流体 速率 为 平均 速率 的 2 倍 , 谱 带 展 宽 较 大 。 这 种 流 型 很 好 地 解释 了 CE 
柱 效 较 HPLC 提高 的 原因 。 

EOF 的 大 小 主要 受 电 场 强度 、 毛 细 管 材料 、 电 解 质 深 液 性 质 等 影响 。 从 式 (7-3) 可 知 ， 
EOF 大 小 和 五 成 正比 ， 当 毛细 管 长 度 一 定时 ，EOF 大 小 正比 于 工作 电压 。 不同 材料 毛细 管 的 
面 电荷 特性 不 同 ， 即 使 是 相同 材质 、 相 同 广 家 ， 由 于 生产 批 次 不 同 ， 毛 细 管 表面 电荷 也 可 
能 存在 差异 ， 致 使 所 产生 的 EOF 大 小 会 略 有 差别 。 这 也 是 造成 CE 重 现 性 较 差 的 原因 之 一 。 
电解 质 溶液 性 质 的 影响 因素 主要 包括 溶液 pH、 离 子 种 类 、 温 度 、 添 加 剂 等 。 对 于 石英 毛 
细 管 ， 溶 液 pH 值 升 高 ， 表 面 硅 羟基 电离 能 力 增强 ， 电 荷 密度 增加 ，Zeta 电势 增 大 ，EOF 则 
增 大 ;， 当 pH<3 时 ， 毛 细 管 内 表面 硅 羟 基 电 离 少 ， 表 面 呈 电 中 性 ，EOF 接近 零 。 因 此 CE 运 
行 时 ， 通 常 采用 缓冲 溶液 来 维持 体系 pH 值 在 合适 的 范围 。 

缓冲 溶液 离子 强度 大 小 会 影响 双 电 层 的 厚度 、 溶 液 黏度 和 工作 电流 ， 进 而 影响 EOF。 绥 
冲 溶液 离子 强度 增加 ，EOF 变 小 。 温 度 对 EOF 的 影响 源 于 “焦耳 热 ” 即 毛 细 管 溶液 中 有 电 
流通 过 时 产生 的 热量 。CE 中 的 焦耳 热 与 背景 电解 质 的 摩尔 电导 、 浓 度 及 电场 强度 成 正比 。 
温度 每 变化 1C， 将 引起 背景 电解 质 溶液 黏度 变化 2% 一 3 多 。 毛 细 管 内 温度 的 升 高 使 溶液 的 
猪 度 下 降 ， 导 至 EOF 增 大 。 组 冲 液 中 加 入 盐 的 浓度 增高 时 , 溶液 的 离子 强度 增 大 ,黏度 增加 ， 
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EOF 减 小 。 在 缓冲 液 中 引入 表面 活性 剂 可 改变 EOF 的 大 小 甚至 方向 ， 加 入 有 机 溶剂 如 甲醇 、 
乙 膊 ， 可 减 小 EOF。 显 然 ， 单 一 条 件 的 变化 会 使 CE 分 析 中 多 种 参数 发 生变 化 。 

EOF 的 方向 取决 于 毛细 管 管 壁 表面 电荷 的 性 质 。 管 壁 带 负 电荷 ，EOF 流向 负极 ; 管 壁 带 
正 电 荷 ，EOF 流向 正极 。 对 石 天 毛细管 而 言 ， 不 做 特殊 处 理 时 管 壁 通常 带 负 电荷 ，EOF 流向 
负极 。 












































































































































有 时 需要 调控 EOF 的 方向 和 大 小 以 获得 快速 分 离 或 提高 分 离 效 率 。EOF 大 小 的 调控 主要 
根据 上 述 讨论 的 儿 个 因素 进行 ，EOF 方向 的 控制 一 般 可 以 通过 毛细 管 管 壁 改 性 ， 或 在 缓冲 液 
中 加 入 添加 剂 实现 。 例 如 ， 为 获得 流向 正极 的 EOF， 可 在 毛细 管 管 壁 键 合 阳 离子 基 团 ， 或 在 
缓冲 液 中 加 入 大 量 的 阳离子 表面 活性 剂 ， 使 石英 毛细 管 管 壁 带 正 电 荷 ， 溶 液 表 面 带 负 电荷 。 
在 分 离 蛋 白质 等 生物 大 分 子 时 ， 一 般 需要 通过 改 性 毛细 管 来 抑制 生物 大 分 子 在 毛细 管 壁 的 不 
可 逆 吸 附 。 

2. 电泳 与 电泳 消 度 

电 沪 是 带电 离子 在 电场 中 的 定向 移动 ， 不 同 离子 具有 不 同 的 泳 动 速度 。 当 带电 离子 以 速 
度 vep 在 电场 中 运动 时 ， 受 到 大 小 相等 、 方 向 相反 的 电场 推动 力 和 平 动 摩擦 阻力 的 作用 。 
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电场 力 : Fe=gE (7-5) 
阻力 : F= EP (7-6) 
故 : qE=fvep (7-7) 




















其 中 ，9 为 离子 所 带 的 有 效 电荷 ; E 为 电场 强度 ; vep 为 离子 在 电场 中 的 泳 动 速 度 ; f 为 
平 动 摩擦 系数 (对 球形 离子 而 言 , /6nn /为 离子 的 表 观 液态 动力 学 半径 , 为 介 质 的 黏度 )。 
对 式 (7-7) 换 型 有 : 














VEp 二 
三 。6ry171 

从 式 (7-8) 可 知 ， 不同 离子 在 相同 电场 中 具有 不 同 的 电泳 速度 ， 这 也 是 CE 分 离 的 基础 。 
曰 泳 消 度 (mobility) 是 指 带电 离子 在 单位 电场 下 的 迁移 速度 。 

无 限 稀 释 溶 液 中 带电 离子 在 单位 电场 强度 下 的 平均 迁移 速度 被 称 为 绝对 涪 度 (absolute 
mobility)， 用 yo 表示， 可 在 手册 中 查阅 。 

可 解 离 溶质 在 实际 游 液 中 的 消 度 被 称 为 有 效 消 度 〈effective mobility)， 用 pe 表示 ， 可 
实验 测定 。 
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= (7-8) 

















































































































Merr = >》 aq 从 (7-9) 
其 中 ，a; 为 溶质 i 的 解 离 度 ; j4 为 溶质 i 在 解 离 状态 下 的 绝对 滑 度 。 
离子 在 实际 分 离 过 程 中 的 迁移 速度 被 称 为 表 观 迁移 速度 wp， 对 应 的 消 度 为 表 观 消 度 ， 用 
Lo 表示。 因此 

































































ao (7-10) 
进一步 有 : 
Vap 9 
和 (7-11) 
由 E 6nyn 
迁移 速度 























一 般 而 言 ，EOF 的 速度 约 等 于 一 般 离子 电泳 速度 的 5~7 倍 。 电 场 作 用 下 ， 毛 细 管 柱 中 
出 现 电泳 和 电 渗 现象 。 带 电 粒 子 的 迁移 速度 为 电泳 速度 和 电 渗 速度 的 矢量 和 。 各 种 电 性 次 
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在 石英 毛 双 


开 





柱 中 的 迁移 速度 为 : 
Vi=VEoFtv+Ep《 阳 离子 ) 
V_=VEoFtv_Ep 《阴离子 ) 
Vo=VEOF 《中 性 样品 ) 
对 正 离 子 而 言 ， 两 种 效应 的 运动 方向 一 致 ， 在 负极 最 先 流 出 ;中 性 物质 无 电泳 现象 ， 仅 
随 EOF 运动 ， 在 阳离子 之 后 流出 ;阴离子 的 电泳 方向 和 EOF 方向 相反 ， 最 后 在 负极 流出 或 
者 不 流出 。 由 于 中 性 物质 不 带电 ， 传 统 的 区 带电 泳 无 法 实现 其 分 离 。 
迁移 速度 可 通过 实验 得 到 。 已 知 毛细 管 有 效 长 度 Lorr, 测定 离子 的 迁移 时 间 t, 计算 得 到 : 



















































































证 (7-12 ) 


4. 区 带 展 宽 与 柱 效 
与 HPLC 相同 ，CE 的 柱 效 也 用 塔 板 数 N 或 者 塔 板 高 度 甩 来 表示 ， 公 式 分 别 为 : 


Ti: 

_ Hw J (7-13) 
2D 

H=Les/N (7-14) 


其 中 ,DD 为 扩散 系数 。 
由 于 CE 中 无 涡流 扩散 ， 而 一 般 传 质 阻抗 可 忽略 ， 因 此 ，CE 中 峰 展 宽 主 要 由 纵向 扩散 引起 。 
纵向 扩散 引起 的 峰 展 宽 由 扩散 系数 和 迁移 时 间 决 定 。 大 分 子 的 扩散 系数 小 , 可 获得 更 高 的 分 离 效 
率 ， 因 此 ，CE 更 适宜 于 大 分 子 的 高 效 分 离 。 毛 ec 当 进 样 量 太 大 时 ， 会 引起 
严重 的 峰 展 宽 ， 分 离 效率 明显 下 降 。 在 实际 操作 时 ， 进 样 量 通常 很 小 ， 约 为 纳 升 级 。 

电泳 过 程 产生 的 焦耳 热 是 引起 峰 展 宽 的 男 一 人 焦耳 热 可 表示 为 : 







































































T 

































































Ee = A,.c,E” (7-15) 


其 中 ，A, 为 电解 质 溶 液 的 摩尔 电导 ; 7 为 工作 电流 ; cw 为 电解 质 浓度 。 

毛细 管 中 产 生 的 焦耳 热 会 通过 管 壁 不 断 散 失 ， 然 而 在 散热 过 程 中 ， 毛 细 管 内 易 形 成 中 心 
温度 高 、 管 壁 温度 低 的 梯度 ， 破 坏 了 塞 型 流 型 ， 导 致 区 带 展 宽 。 为 减 小 焦耳 热 ， 可 通过 减 小 
毛细 管内 径 实 现 。 高 端的 毛细 管 电泳 仪 配 备 有 冷却 装置 ， 通 过 循环 冷凝 液 控 制 散热 以 降低 焦 
耳 热 效应 。 

在 CE 分 离 中 ， 溶 质 与 管 壁 间 可 能 存在 吸附 、 静 电 吸 引 等 多 种 作用 ， 造 成 谱 带 展 宽 。 电 
荷 数 较 多 的 蛋白 质 分 子 、 多 肽 等 样品 ， 吸 附 问题 尤其 严重 。 通 常 需要 对 毛细 管内 壁 进行 适当 
A a A, 可 加 入 两 性 离子 代替 强 电解 质 。 两 性 离子 一 端 带 正 电 ， 
正 端 可 与 管 壁 负电 中 心 作用 ， 当 浓度 约 为 溶质 的 100 一 1000 倍 时 ， 能 
够 有 效 抑 制 管 壁 对 蛋白 质 的 吸附 ， 同 时 两 性 离子 对 溶液 电导 影响 较 小 ， 对 EOF 影响 不 大 。 
当 溶 质 区 带 与 缓冲 溶液 区 带 的 电导 差异 较 大 时 , 也 有 可 能 会 造成 谱 带 展 宽 。 实际 操作 中 ， 
应 尽量 选择 与 试 样 消 度 相 匹配 的 背景 电解 质 浴 液 。 另 外 ,在 CE 操作 中 应 尽量 维持 毛细 管 两 
端的 缓冲 液 液 面 高 度 相 同 ， 当 毛细 管 两 端 液 面 高 度 不 同时 ， 进 样 端 和 出 口 端 存在 压力 差 ， 会 
出 现 抛物 线形 的 层 流 ， 导 致 谱 带 展 

5. 分 离 度 

分 离 度 是 衡量 CE 将 样品 组 分 分 开 的 能 力 ， 可 沿用 液 相 色谱 中 分 离 度 的 计算 公 对 

CE 中 影响 分 离 度 的 主要 因素 包括 : 工作 电压 、 毛 细 管 有 效 长 度 与 总 长 度 比 、 样 品 组 分 
的 有 效 消 度 差 等 。 
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一 所 管 由 泳 公 识 档 下 
二 衣 毛细管 电 泳 分 离 模式 
CE 按 分 离 介质 和 分 离 原理 不 同 ， 存 在 多 种 操作 模式 ， 表 7-1 中 列 出 了 常见 的 CE 分 
离 模式 及 其 特征 。 最 常用 的 CE 分 离 模式 包括 毛细 管区 带电 泳 〈CZE)、 胶 束 电 动 毛 细 管 
色谱 (MEKC)、 毛 细 管 凝 胶 电 泳 〈《CGE)、 毛 细 管 等 电 聚 焦 CCIEF) 和 毛细 管 等 速 电泳 
(CITP) 等 中 。 
毛细 管 电 泳 主要 分 离 模式 
类 别 类 型 英文 全 称 英文 缩写 说 明 
毛细 管区 带电 瀛 capillary zone electrophoresis CZE 毛细 管 和 电极 模 灌 有 相同 的 缓冲 液 
六 击 由 动 于 细 名 micellar electrokinetic capillary 在 CZE 缓冲 液 中 加 入 一 种 或 多 
胶 束 电动 毛细 管 色 诺 chromatography MERGS 种 胶 束 
毛细 管 等 电 聚 焦 capillary isoelectric focusing CIEF 度 PH 梯度 介质 , 相当 于 pH 梯 
空 管 一 
毛细 管 等 速 电泳 capillary isotachophoresis CITP 使 用 两 种 不 同 的 CZE 缓冲 液 
和 1 open-tube capillary 击 *z 相信 层 千 细 笠 
开 管 毛细 管 电 色谱 electrochromatography TEP 史 用 固定 相 涂 层 毛 细 管 
亲 和 毛 细 管 电 瀛 affinity capillary electrophoresis ACE a | 级 冲 液 或 毛细 管内 加 入 六 和 
毛细 管 凝 胶 电 泳 capillary gel electrophoresis CGE 管内 填充 凝 胶 介 质 , 用 CZE 缓冲 液 
填充 柱 ] acked-column capillar 上 1 
填充 毛细 管 电 色谱 上 bh sy PCCEC 毛细 管内 填充 色谱 填料 
electrochromatography 
一 、 毛 细 管 区 带电 泳 
1. 基本 原理 
毛细 管区 带电 泳 (CZE) 是 指 溶质 在 毛细 管内 的 缓冲 液 中 以 不 同 速度 迁移 而 形成 一 个 个 





管 
独立 溶质 带 的 电泳 模式 ， 区 带电 泳 分离 的 基础 是 

















溶质 的 } 





尚 度 差别 。 在 直流 高 压 驱 动 下 ， 各 被 




















测 物 质 基于 净 电 蓓 与 质量 比 〈 茶 质 比 ， 间 的 差异 ， 其 以 不 同 的 速度 在 电解 质 溶液 中 移动 而 实 





























现 分 离 。CZE 是 CE 中 最 简 六 











上 应 ] 




















若 被 测 物质 为 荷 正 电离 子 ， 其 
首 度 即 为 电 渗 消 度 ， 随 后 出 峰 ; 














首先 出 峰 ， 对 于 中 性 分 子 


电泳 消 度 与 


























， 表 观光 


外 渗 消 度 相 反 且 通常 小 于 电 渗 消 度 ， 则 最 后 出 峰 。 

















实验 条 件 下 电 渗 消 度 相 等 ， 只 能 通过 改变 其 荷 质 比 获得 不 同 的 电泳 消 度 进行 分 离 。 
通过 改变 缓冲 液 pH 值 而 获得 不 同 荷 





显然 


TAN 


CZE 模式 是 分 离 









































机电 离子 最 有 效 的 方法 ， 








质 比 的 被 测 组 分 ， 从 而 使 其 部 分 或 完全 分 离 。 


加 剂 ( 如 环 糊 精 等 )， 
现 分 离 。 
2. 分 离 介质 的 选择 
毛 旨 

















(running buffer)， 简 称 缓 六 





管区 带电 泳 介质 实际 上 是 一 种 具 - 
PF 液 ， 由 缓冲 试剂 、 pH 调节 剂 、 
























































有 pH 绥 } 


对 中 性 分 子 来 说 ， 则 必须 在 缓冲 液 ! 
通过 分 析 物 与 添加 剂 的 配 位 、 缔 合作 用 使 其 具有 不 同 的 荷 质 比 从 而 实 





最 广 的 一 种 操作 模式 ， 是 其 他 操作 模式 的 基础 。 
包 泳 方向 与 电 渗 方 向 一 致 ， 表 观 消 度 最 大 , 迁移 时 间 最 短 ， 








若 被 测 物质 为 荷 负电 离子 ， 
电 性 离子 而 言 ， 因 在 固定 


























对 同 
































加 入 添 
































:能力 的 均匀 溶液 ， 通 常 称 为 电泳 缓冲 液 











可 分 为 pH 与 缓冲 试剂 选择 、 添 加 剂 选择 和 浴 剂 选择 等 。 








缓冲 体系 由 缓冲 试剂 和 pH 调节 剂 两 部 分 构成 。 组 冲 
离 成 败 的 一 大 关键 。CE 中 常 | 























的 缓冲 试剂 主要 有 磷酸 、 





溶剂 和 添加 剂 组 成 。 缓 冲 液 的 选择 


试剂 和 缓冲 体系 pH 的 选择 是 决定 分 
柠 榜 酸 、 乙 酸 、 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 


























履 | 小 
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(Tris) 等 , 表 7-2 给 出 了 一 些 CE 中 第 用 的 缓冲 试剂 。 不 同 的 缓冲 试剂 具有 不 同 的 pH 缓冲 范 
围 ， 应 用 时 可 根据 实际 需要 选择 。 对 于 氨基 酸 、 肽 和 蛋白质 等 两 性 样品 ， 采 用 酸性 (pH 守 2) 
或 碱 性 (pH 二 9) 分 离 条 件 ， 容 易 得 到 好 的 结果 ; 对 于 糖 类 样品 ， 通 常 在 pH=9 一 11 之 间 分 离 
效果 较 好 ; 对于， 着 酸 或 其 他 样品 ， 在 PH=5 一 9 之 间 分 离 效 果 较 好 。 


CE 中 常用 的 缓冲 试剂 

















































































































































































































试 剂 英文 缩写 ph (25°C ) 
磷酸 2.14，7.10，13.3 
柠檬 酸 3.06，4.74，5.40 

酸 一 3.75 

琥珀 酸 一 4.19，5.57 
乙酸 一 4.75 
2-(N- 吗 啡 啉 ) 乙 磷酸 MES 6.13 
2-[(2- 氨 基 -2- 氧 代 乙 基 ) 氨 基 ] 乙 磷酸 ACES 6.75 
3-(N- 吗 啡 啉 ) 丙 磷酸 MOPSO 6.79 
2-[N,N- 二 (2- 羟 乙 基 ) 氨 基 ] 乙 磺 酸 BES 7.16 
3-(N- 吗 啡 啉 ) 丙 磷酸 MOPS 2 
2- 羟 基 -3-[N.N- 二 (2- 羧 乙 基 ) 氨 基 ] 丙 磺 酸 DIPSO 7.5 
N-(2- 羟 乙 基 ) 哌 嗪 -V- 乙 磺 酸 HEPES 7.51 
2- 羟 基 -3-[N- 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 氨基 ] 丙 磺 酸 TAPSO 7.56 
N-(2- 羟 乙 基 )- 哌 嗪 -N-(2- 羟 丙 磺 酸 ) HEPPSO 人 9 
N-(2- 羟 乙 基 ) 哌 嗪 -N- 丙 人 磺 酸 EPPS 7.9 
哌 嗪 -N,N“- 二 ( 乙 磷酸 ) POPSO 7.9 
N- 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 基 甘 氨 酸 Tricine 8.05 
三 产 甲 基 和 氨基 甲烷 Tris 8.1 
- 聚 甘氨酸 GlyGly 8.2 
N.N- 二 (2- 羟 乙 基 ) 甘 氨 酸 Bicine 8.25 
3-[N- 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 氨基 ] 丙 人 磺 酸 TAPS 8.4 
硼酸 一 9.14 
2-( 环 己 氮 基 ) 乙 磺 酸 CHES 9.55 
3-( 环 己 氮 基 ) 丙 磺 酸 CAPS 10.4 











优化 缓冲 试剂 的 浓度 时 ， 一 般 控制 在 10 一 200mmolL。 电 导 率 高 的 缓冲 试剂 如 磷酸 盐 和 
硼砂 等 ,其 浓度 多 控制 在 20mmolL 附近 ; 而 电导 小 的 试剂 如 硼酸 等 ,其 浓度 可 在 100mmolL 
以 上 。 有 时 为 了 抑制 蛋白 质 吸附 等 特殊 目的 ， 可 以 选择 >0.SmolL 的 浓度 ， 但 需 降 低 分 离 电 
压 ， 以 减少 发 热量 。 

如 果 缓 冲 体 系 各 参数 经 优化 后 仍 不 能 得 到 良好 的 分 离 结果 ， 可 考虑 使 用 添加 剂 。 最 
的 添加 剂 是 无 机 电解 质 ， 如 NaCl、KC1 等 。 较 高 浓度 的 电解 质 可 以 压缩 区 带 、 抑 制 蛋 白质 等 
分 子 在 管 壁 上 的 吸附 。 然 而 ， 高 浓度 电解 质 也 容易 导致 体系 过 热 ， 样 品 谱 带 扩散 ， 从 而 使 分 
离 效 率 下 降 。 当 严重 过 热 时 ， 管 内 甚至 会 出 现 气泡 ， 导 致 分 离 无 法 进行 。 用 两 性 有 机 电解 质 
代替 无 机 电解 质 可 降低 电导 ， 克 服 过 热 问题 。 
从 无 机 电解 质 添 加 剂 外 ， 常 用 的 添加 剂 还 包括 非 电解 质 高 分 子 、 荷 电表 面 活性 剂 、 功 能 
性 添加 剂 等 。 非 电解 质 高 分 子 ， 如 纤维 素 、 聚 乙烯 醇 、 多 糖 等 ， 可 形成 分 子 团 或 特殊 的 局 部 
结构 ， 影 响 样 品 的 迁移 ， 从 而 改善 其 分 离 ， 高 分 子 亦 可 强烈 吸附 在 毛细 管 壁 上 ， 影 响 电 渗 进 
而 影响 分 离 过 程 ; 荷 电 表面 活性 剂 如 十 二 烷 基 硫酸 钠 、 十 二 烷 基 季 贸 盐 等 ， 具 有 吸附 、 增 溶 、 
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形成 胺 束 等 功能 ， 合 适 浓度 的 阳离子 表面 活性 剂 如 十 六 烷 基 季 铵 盐 ， 能 在 石英 毛细 管 表 面 形 
成 单 层 或 双 层 吸附 层 ， 故 可 用 于 EOF 的 控制 或 抑制 蛋白 质 在 管 壁 上 的 吸附 ， 高 浓度 的 表面 
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活性 剂 能 形成 胶 束 ， 可 作为 毛细 管 电 色谱 淮 固定 相 ， 功能 性 添加 剂 ， 如 手 性 冠 醚 、 环 糊 精 
及 其 衍生 物 等 ， 可 通过 分 子 间 各 种 复杂 的 相互 作用 来 影响 对 样品 的 分 离 ， 在 手 性 拆 分 方 再 
有 优势 。 

CE 缓冲 液 一 般 用 水 配制 ， 但 也 可 加 入 少量 的 有 机 溶剂 ， 以 改善 分 离 度 或 分 离 选择 性 。 










































































































































































常用 的 有 机 溶剂 添加 剂 包括 甲醇 、 乙 醇 、 乙 膊 、 丙 酮 、 甲 酰胺 、 二 甲 基 亚 砚 等 。 非 水 CE 采 
用 有 机 溶剂 缓冲 体系 ， 或 添加 少量 的 水 以 调节 分 离 。 非 水 CE 选择 的 范围 较 小 ， 需 考虑 电解 
质 溶 解 能 力 、 样 品 的 灵敏 检测 等 问题 。 


二 、 胶 束 电 动 毛 细 管 色谱 

胶 束 电动 毛细 管 色谱 〈MEKC) 作为 CE 与 胶 束 增 溶 作用 相 结合 的 分 离 技术 ,使 CE 不 仅 
能 用 于 带电 物质 的 分 离 , 也 适合 于 电 中 性 物质 的 分 离 , 大 大 拓宽 了 CE 的 应 用 范围 。 目 前 MEKC 
已 成 功 地 用 于 氮 基 酸 、 维 生 素 、 各 种 药物 及 中 间 体 、 有 机 化 合 物 和 环境 污染 物 等 的 分 离 分 析 ， 
在 生物 、 药 物 、 环 境 、 化 工 、 食 品 等 领域 发 挥 着 重要 的 作用 。 

1. 基本 原理 
在 缓冲 溶液 中 加 入 离子 型 表面 活性 剂 ， 当 其 浓度 达到 或 超过 临界 胶 束 浓度 时 ， 表 面 活性 
剂 单 体 就 会 聚集 形成 胶 束 《 准 固定 相 )， 利 用 溶质 在 水 相 和 胶 束 相间 的 分 配 差异 进行 分 离 的 
CE 模式 称 为 胶 束 电动 毛细 管 色谱 。 





































































































































































































































































































































































































胶 束 一 般 是 由 10 一 50 个 碳 原子 单位 组 成 的 长 

de 链 分 子 ， 它 具有 头 部 〈 或 外 层 ) 亲 水 、 尾 部 〈 或 内 

| ; ,0。 屋 ) 疏水 的 特征 。 在 水 溶液 中 ， 头 部 暴露 在 外 ， 尾 

S07 、、 , EE 部 包 在 胶 束 中 。 图 7-3 是 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 

Sa 胶 束 的 示意 结构 ， 内 部 有 一 个 朴 水 核 ， 外 层 布 满 了 
SR 亲 水 的 SO;。 

~ ey 在 MEKC 系统 中 , 实际 上 存在 着 类 似 于 色谱 的 

A so; ”两 相 : 作为 载体 的 液 相 (流动 相 )， 以 及 起 到 固定 相 

中 a i 作用 的 胶 束 相 。 溶 质 在 两 相间 分 配 ， 由 其 在 胶 束 中 

不 同 的 保留 能 力 而 实现 分 离 。 在 SDS 胶 束 MEKC 

中 ,与 CZE 一 样 , 缓冲 液 在 靠近 管 壁 处 带 正 电 ,使 









































[ 色 台 ”二 二 烷 基 硫酸 钠 ( SDS ) 
胶 束 的 结构 示意 图 








其 具有 大 的 电 渗流 , 向 负极 移动 ,对 SDS 胶 束 而 言 ， 
其 外 围 带 有 较 多 的 负电 荷 ， 电 泳 消 度 朝 正极 ,然而 ， 
在 一 般 情况 下 电 渗 流 的 速度 大 于 胶 束 的 迁移 速度 ， 因 此 ， 胶 束 最 终 会 以 较 低 的 速度 向 负极 迁 
移 。MEKC 有 别 于 普通 色谱 的 一 个 重要 特性 为 它 的 “固定 相 ” 是 移动 的 ， 这 种 移动 的 “固定 
相 ” 又 被 称 为 “ 准 固定 相 ?” 
本 质 上 ，MEKC 基于 组 分 在 胶 束 相 及 流动 相 分 子 之 间 相 互 作用 的 差异 分 离 。 溶 质 在 毛细 
管 柱 内 同时 受到 胶 束 和 缓冲 液 的 作用 ， 当 样品 组 分 与 胶 束 作用 力 强 时 ， 其 在 胶 束 相 中 的 浓度 
较 大 ， 在 缓冲 液 中 的 浓度 较 小 。 这 种 作用 力 的 强 弱 反映 为 分 配 系数 的 差别 。MEKC 中 常用 容 
量 因 子 k' 来 间接 地 描绘 分 配 系数 ， 定 义 为 : 
已- 溶质 在 胶 束 中 的 量 
溶质 在 溶液 中 的 量 



































































































































































































































(7-16) 

















| ?76 


在 MEKC = 


| 分 析 化 学 : 





ml 




















束 的 相互 作用 不 同 ， 牙 
中 分 配 多 , 保留 弱 。 采 
强 弱 与 保留 时 间 的 关系 相反 。 
2， 胶 束 的 选择 
在 MEKC 

MEKC : 
质 的 缔 合 速度 快 ; 所 表面 














保留 




















中 性 


























使 用 
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了 胶东， 


粒子 





用 阴离子 表 





PF， 表面 活性 剂 的 种 类 、 改 










































































透明 的 液 
大 的 消 度 ;外 表面 
活性 剂 。 原 则 
工作 中 ， 

选择 表面 活性 





对 易 在 毛细 





目 活 性 剂 种 类 繁多 ， 
上 几 能 在 水 或 极 性 有 机 


1 于 本 身 玻 水 位 
水 性 强 的 组 分 在 胶 束 相 ， 


F 册 6 液 相 色谱 分 析 





























看 活性 剂 或 阳 

































































性 溶质 ， 含 不 同 极 性 基 团 的 表 











管 管 壁 产生 吸附 














EOF 方向 反 转 ， 必 须 切换 电极 ;外 对 

















从 极 性 不 同 的 胶 束 5 
利于 加 强 溶质 和 胶 束 的 相互 作用 ， 





] 能 产生 完全 不 同 
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混合 胺 束 ; @ 阳 离子 表 玫 
根据 分 析 物 的 性 质 选 择 合适 的 电极 及 进 样 端 。 



















































































[活性 剂 可 能 会 改变 


的 差异 而 得 以 分 
分 配 多 ， 
离子 表面 活 怕 























离 。 


后 BE 
不 二 
































有 不 同 牙 水 性 的 粒子 与 胶 
强 ， 芷 水 性 弱 的 组 分 在 缓冲 液 
E 剂 时 ， 因 胶 束 带电 性 质 的 差别 ， 














E 质 及 浓度 是 MEKC 条 件 选 择 的 关键 因素 。 

必须 符合 以 下 几 点 要 求 : 包 在 浴 液 中 形成 的 胶 束 足够 稳定 ， 且 与 游 
活性 剂 的 临界 胶东 浓度 (CMC) 不 宜 太 高 ， 形 成 的 胶 束 必须 是 均匀 、 
本 ， 以 便 能 用 光学 检测 器 进行 在 线 村 





上 检测 ， 鸟 胶 束 的 黏度 应 较 小 ， 以 保证 有 足够 








大 致 可 分 为 阴离子 、 虹 
[溶剂 中 形成 胶 束 的 物质 ， 都 可 用 于 MEKC。 然 而 在 实际 
于 受 CE 分 离 效率 及 其 检测 等 方面 的 限制 ， 可 供 选择 的 表 
剂 可 参考 以 下 经 验 : 四 对 大 多 数 中 性 溶质 ，SDS 
下 活性 剂 表现 日 
的 大 分 子 的 分 离 ， 可 以 选 


8 不 同 的 选 


离子 性 溶质 的 分 离 ， 其 玻 水 性 
的 选择 性 ， 一 般 应 选择 与 溶质 电荷 相反 的 胶 束 体系 ， 以 


手 性 化 合 物 的 拆 分 ， 生 胶 束 或 手 性 化 合 物 的 


























有 渗 方 问 ， 









































日 离子 、 两 性 离子 和 ， 








性 分 子 表面 


外 活性 剂 种 类 并 不 多 。 



































择 阳 离子 胶 束 





林 系 ， 但 应 注 











有 广泛 适用 性 ;加 对 极 
择 性 ， 甚 至 能 改变 样 吕 











的 保留 行为 ; 





D0 























[局 ， 如 果 
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有 入 都 会 影响 分 配 ， 电 
































需要 用 手 ; 

















时 得 电 渗 流 从 负极 流向 正极 ， 此 时 需 

















































































































常用 的 几 种 表面 活性 剂 及 其 主要 性 质 如 表 7-3 所 示 ， 其 中 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 的 应 
最 为 普遍 。 
四 类 表面 活性 剂 中 典型 化 合 物 的 性 质 
类 型 表面 活性 剂 英文 名 称 缩写 符号 | CMC/(mmol/L) | 分 子 聚集 数目 
十 二 烷 基 硫酸 钠 sodium dodecanesulfate SDS 8.1 62 
十 三 烧 基 础 酸 钠 sodium dodecanesulfonate SDS £2 54 
a 十 四 烷 基 硫酸 钠 sodium tetradecylsulfate STS 2.1 (50°C) 138 (40°C) 
有 胆 酸 cholic acid ChA 14 2~4 
脱氧 胆 酸 deoxylcholic acid DChA 5.0 4~10 
牛 磺 胆 酸 taurocholic acid TChA 10~15 4 
十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 匀 cetyltrimethylammonium bromide CTAB 9.2X10 61 
阳离子 十 四 烷 基 三 甲 基 澳 化 铵 | tetradecyltrimethylammonium bromide TTAB 3.5 J 
十 二 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 | dodecyltrimethylammonium bromide DTAB 14 50 
十 二 烷 基 三 甲 基 氯化镁 | dodecyltrimethylammonium chloride DTAC 16 一 
BT | ee) | Root | naes | ox” | 0 
中 性 分 子 | 十 二 烷 基 -p-D- 麦 芽 糖 苷 dodecyl-p-D-maltoside DMS 1.6X10 一 




















3.， 影响 分 离 的 因素 


MEKC : 














2 一 一 、 





不 同 3 

















由 于 引入 了 分 配 机 到 
系 温 度 对 分 离 均 有 较 大 的 影响 。 
































活性 剂 由 于 其 物 到 





EE， 除 纵向 扩散 外 ， 准 固 

















E 化 学 性 质 的 差异 ， 所 玫 




















定 相 的 性 质 、 传 质 阻力 的 大 小 及 体 





多 成 胶 束 的 性 质 《〈 如 




















电荷 、CMC、 胶 柬 
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聚集 数 及 几何 形状 等 ) 不 同 ， 对 溶质 增 溶 能 力 不 同 ， 从 而 可 以 调控 分 离 选择 性 。 胶 束 作为 准 
固定 相 ， 其 浓度 对 分 离 也 有 很 大 的 影响 。 随 着 表面 活性 剂 的 浓度 增加 ， 胶 束 数目 增加 ， 胶 柬 
相 的 体积 增 大 ， 相 比 增 大 ,减少 了 胶 束 多 分 散 性 引起 的 区 带 展 宽 ， 从 而 有 利于 提高 柱 效 ; 但 
当 表面 活性 剂 浓度 太 大 时 ， 一 方面 可 能 导致 溶质 保留 时 间 延 长 ， 增 加 纵向 扩散 ， 另 一 方面 易 
于 产生 更 多 的 焦耳 热 ， 两 方面 的 影响 均 会 导致 柱 效 降低 。 

选择 缓冲 溶液 应 考虑 其 pH 适用 范围 、 缓 冲 溶 液 的 组 成 与 表面 活性 剂 及 样品 的 匹配 性 ， 
并 要 求 在 检测 条 件 下 无 吸收 或 低 吸 收 。 另 外 ， 绥 冲 溶 液 的 组 成 和 浓度 对 分 离 选择 性 有 一 定 的 
影响 ， 对 表面 活性 剂 在 水 中 的 溶解 度 也 有 影响 。MEKC 采用 的 缓冲 溶液 一 般 为 无 机 钠 盐 类 ， 
pH 值 在 6 一 9 范围 内 的 磷酸 盐 、 硼 砂 缓 冲 溶液 最 为 常用 。 
MEKC 中 改变 选择 性 最 方便 有 效 的 方法 是 在 缓冲 次 液 中 加 入 有 机 试剂 ， 形 成 有 机 试剂 - 
水 混合 溶剂 体系 。 常 用 的 有 机 溶剂 有 甲醇 、 乙 醇 、 乙 有 情 和 蜡 丙 醇 等 。 所 添加 有 机 溶剂 的 种 类 、 
浓度 对 分 离 均 有 影响 ， 不 仅 影 响 流 动 相 的 性 质 ， 而 且 会 影响 准 固定 相 以 及 毛细 管 壁 的 性 质 。 
除 有 机 溶剂 外 ， 其 他 物质 如 尿素 、 环 糊 精 等 也 能 作为 添加 剂 ， 用 于 改善 分 离 的 选择 性 。 另 外 ， 
实验 参数 ， 如 电压 、 毛 细 管 内 径 、 长 度 以 及 柱 温 等 对 分 离 也 有 明显 影响 。 

三 、 毛 细 管 凝 胶 电 泳 

1. 基本 原理 

毛细 管 凝 胶 电泳 “CGE) 作为 CE 的 重要 模式 之 一 ， 综 合 了 CE 和 平板 凝 胶 电泳 的 优点 ， 
它 是 以 凝 胶 或 聚合 物 网 络 为 分 离 介质 ， 基 于 被 测 组 分 的 质 荷 比 和 分 子 体积 不 同 进 行 分 离 ， 质 
荷 比 相同 而 分 子 体积 不 同 的 物质 ,如 DNA、 蛋 白质 等 主要 基于 其 分 子 体积 分 离 。 由 于 凝 胶 网 
络 的 筛 分 作用 ， 洲 质 在 电泳 迁移 中 受阻 碍 ， 分 子 越 大 ， 阻 碍 越 大 ， 迁 移 越 慢 。 

2 聚合 物 的 选择 

CGE 中 常用 的 聚合 物 可 分 为 凝 腕 和 线 型 聚合 物 浴 液 两 大 类 。 凝 胶 又 可 分 为 共 价 交 联 型 和 
氧 键 型 。 当 CGE 采用 水 溶性 线 型 聚合 物 溶 液 代替 凝 胶 时 ， 被 称 为 无 胶 角 分。 
交 联 聚 丙 烯 酰胺 是 一 种 广泛 应 用 的 凝 胶 基 质 , 由 单 体 丙烯 酰胺 和 交 联 剂 VN'- 亚 甲 基 双 丙 
烯 酰胺 共聚 而 成 的 三 维 网 状 多 孔 聚 合 物 。 它 只 有 机 械 强 度 好 、 有 筷 性 、 化 学 性 质 稳定 、 呈 电 
中 性 、 对 许多 样品 无 吸附 作用 等 优点 ， 用 于 CE 中 ， 其 三 维 多 孔 结构 具有 分 子 得 效应 ， 是 一 
种 性 能 优良 的 筛 分 介质 。 此 外 ， 它 还 可 有 效 减 少 溶质 扩散 ， 阻 挡 毛细 管 壁 对 溶质 的 吸附 及 消 
除 电 渗 流 等 。 

交 联 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 毛 细 管 柱 的 常用 制备 方法 : 在 内 表面 预 处 理 过 的 毛细 导入 丙烯 
酰胺 单 体 及 交 联 剂 溶液 ， 采 用 前 沿 聚合 、 光 引发 聚合 等 方法 ,在 加 压 或 减 压 条 件 下 进行 反应 。 
为 避免 聚合 过 程 中 产生 气泡 ， 可 适当 加 入 消 泡 剂 、 变 性 剂 等 。 

凝 胶 深 液 中 单 体 、 交 联 剂 、 聚 合 条 件 等 决定 了 凝 胶 的 浓度、 黏度 、 弹 性 和 机 械 强 度 。 雍 
胶 浓 度 有 两 种 表示 方法 ， 丙 烯 酰胺 及 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 的 总 百 分 浓 度 7 和 交 联 度 C， 分 别 表 
示 为 : 
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_a+b 








T x100% (7-17) 
m 
b 
C= x100% (7-18) 
at+b 





























其 中 ，a 为 丙烯 酰胺 的 质量 ，g; 2 为 亚 甲 基 双 丙烯 酰 胺 的 质量 ，g; m 为 溶液 的 体 


积 ，ml。 




















履 | 小 
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m 
汗 





























a/b 接近 30 时 可 以 制 成 完全 透明 且 富 有 弹性 的 凝 胶 。 可 以 通过 调节 了 和 C 改变 凝 胶 的 孔 
径 大 小 。 
由 于 在 毛细 管 中 灌 制 凝 胶 介 质 难 度 较 大 , 许多 研究 者 更 倾向 于 使 用 非 腕 CNG ) 得 分 介质 。 
非 胶 得 分 介质 是 一 些 亲 水 线 型 或 枝 状 高 分 子 , 如 线 型 聚 丙烯 酰 腕 (PLA)、 甲 基 纤 维 素 (MC)、 
羟 丙 基 甲 基 纤 维 素 (HPMC)、 产 乙 基 纤维 素 (HEC)、 聚 乙烯 醇 等 。 这 些 物质 溶解 于 水 中 ， 
浓度 达到 一 定 值 时 会 自 组 装 形成 动态 网 络 。 此 类 CGE 毛细 管 柱 的 制备 方法 一 般 将 预先 聚合 好 
的 聚合 物 溶 解 在 缓冲 溶液 中 , 采用 静 力 学 方法 装 入 毛细 管 中 。 线 型 聚合 物 溶液 不 易 产 生气 泡 ， 
且 较 稳定 ， 但 分 辩 率 一 般 不 如 交 联 聚 丙 烯 酰 胶 。 

将 不 同 聚 合 度 的 聚 乙烯 醇 或 聚 环 氧 乙 烷 进行 组 合 ， 能 够 构建 出 适合 于 DNA 测序 的 NG 
第 分 介质 。 以 不 同 浓度 的 纤维 素 溶 液 为 NG 得分 介质 ,结合 SDS 也 可 以 进行 蛋白 质 分 子 量 的 
测定 。 

3. 影响 分 离 的 因素 

影响 CGE 分 离 的 因素 很 多 ， 有 毛细 管 尺 寸 、 凝 股 浓 度 、 电 场 强 度 、 进 样 、 柱 重 现 性 及 寿 
命 等 。 
目前 ，CGE 主要 应 用 于 分 子 生 物 学 和 蛋白质 化 学 ， 饰 胶 筛 分 介质 主要 依据 样品 分 子 的 尺 
寸 来 选择 , 在 分 离 小 片段 DNA 或 进行 DNA 测序 时 , 通常 使 用 线 型 或 交 联 度 介 于 5%7 一 10%7 
的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 。 在 分 离 大 片段 DNA、 双 链 DNA 或 革 些 蛋白 质 时 ， 可 采用 琼脂 糖 凝 胶 。 
表 7-4 列 出 了 对 应 于 不 同样 品种 类 和 分 子 量 范 围 的 凝 胶 选择 参考 方案 。 


不 同 分 子 量 范围 的 凝 胶 支持 介质 选择 
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[ee 
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样品 与 大 小 凝 胶 种 类 凝 胶 浓度 

线 状 DNA 分 子 /kb 

5~60 0.3g/100ml 

1 一 20 0.6g/100ml 

0.8 一 10 0.7g/100ml 

0.5 一 7 罗 是 全 0.9g/100ml 

0.4 一 6 1.2g/100ml 

0.2 一 3 1.5g/100ml 

0.1 一 2 2.0g/100ml 
碎片 DNA/bp” 

1000~2000 T=3.5%,， C=3%~5% 

0~500 康 内 直 了 用 T=5.0%， C=3%~5% 

( 含 7~8mol/L 尿素 ) 

0 一 400 T=8.0%， C=3%~5% 

0 一 200 T=12.0%，C=3%~5% 
寡 糖 聚 丙 烯 酰胺 T>15.0%, C=3%~5% 
线 型 蛋白 质 /kD 

57~212 T=5.0%,，C=0~3.5% 

36~94 SDS- 聚 丙烯 栈 胺 T=7.5%，C=0 一 3.5% 

16 一 68 T=10%,， C=0~3.5% 

12~43 T=15%, C=0~3.5% 
司 聚 氨 基 酸 聚 丙烯 酰胺 T=5%~15% 


























@ 用 线 状 凝 胶 时 浓度 应 提高 2% 以 上 ; 可 以 甲 酰胺 为 变性 添加 剂 。 
@ 分 离 度 与 pH 值 和 样品 有 关 。 

















四 、 毛 细 


管 等 电 聚 焦 


1. 基本 原理 














大 与 全 
己 = 于 









































带 被 破坏 ， 表 











压 (6~8KkKV) 3 一 Smin 后 ， 在 
或 负极 泳 动 ， 村 

















I 
其 



































放电 聚焦 (CIEF ) 是 一 种 基于 物质 的 等 电 点 不 同 在 毛 旨 
以 实现 样品 的 浓缩 ， 而 
单位 的 相 邻 蛋白 质 。CIEF 在 蛋白 质 和 用 

在 CIEF 中 ， 先 通过 管 壁 涂 层 使 电 渗 流 减 到 最 小 ， 以 防 蛋 
将 样品 与 两 性 电解 质 混合 


的 分 离 分 析 上 


FE 样 ， 两 端 储 瓶 











毛 
内 pH 值 与 该 组 分 


管内 









































该 组 分 将 聚集 在 该 点 不 再 进一步 迁移， 从 而 实现 复杂 样品 
变 检测 器 末端 储 短 内 缓冲 液 的 pH 值 ， 使 聚焦 的 样品 组 分 
来 ，CIEF 作为 一 种 特殊 的 微分 离 技 术 ， 在 蛋白 
越 来 越 广泛 的 应 用 。 











析 方 面 已 得 到 









































2. 聚焦 过 程 的 条 件 优化 




















CIEF 使 




















与 毛细 








的 载体 两 性 电解 质 
8 不 饱和 羧 酸 (如 丙烯 酸 ) 
物 ， 足 以 满足 所 需要 的 pH 梯度 。 对 要 求 得 
值 ， 可 以 选择 混合 两 性 电解 质 。 
管区 带电 泳 〈CZE) 相同 ，CIEF 的 进 样 方法 可 采 





的 等 日 




















般 是 


随机 聚合 制 得 
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了 极 高 的 分 辩 率 ， 通常 可 以 分 离 等 











179 | 


管内 进行 分 离 的 电泳 技术 。 


























有 很 好 的 应 ) 




















部 建立 起 pH 梯度 ， 样 品 组 分 依据 所 带 
点 (pI)〉 相 同时， 溶质 分 子 的 闪 






































的 混合 物 





白质 吸 B 





a Ea 
让 朋 革 。 





有 点 差异 小 于 0.01pH 


及 避免 稳定 的 聚焦 区 
内 的 缓冲 液 分 别 为 强酸 和 强 碱 。 加 高 














电 改 





FE 质 向 1 





E 极 























电荷 为 零 ， 宏 观 上 
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bE 



































流体 动力 
导致 不 同 组 














学 模式 又 可 以 分 为 压力 和 真空 两 和 
分 的 进 样 量 的 不 同 。CZE 中 一 般 要 求 进 样 量 低 于 毛 旨 






































比较 好 的 分 离 效 果 ， 而 CIEF 进 样 操作 


多 的 样品 。 


聚焦 完成 后 须 使 样品 迁移 通过 检测 窗口 来 进行 检测 
方法 包括 电 渗 流 、 压 力 / 真 空 、 化 学 驱 
EE 保持 流 形 基本 不 变 ， 不 破坏 pH 梯度 ， 





分 离 区 带 ， 既 外 





















































的 迁移 效果 。 


化 学 引 



































适 ! 

















的 静 
水 性 强 








替 NaCl。 在 采用 阴极 迁移 方式 
的 两 性 电解 质 可 以 改善 酸性 和 中 性 组 分 的 迁移 。 
生物 大 分 子 特别 
排斥 消失 )， 再 加 
的 组 分 在 水 溶液 ! 




















旺 下 
古旧 


白质 在 CIEF 


























一 些 添加 剂 如 表面 活性 剂 、 














! 基 纤维 素 的 力 

















常 使 用 


言 











低 ， 加 

















动 。 在 毛细 








中 

















到 更 加 连续 、 均 匀 





方法 ; 

















六 
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由 于 组 分 























的 pH 梯度 


蝶泳 速度 的 差别 ， 旧 
管 体积 的 1% 左 右 才 能 获得 














可 以 将 整个 毛细 管 柱 灌 满 ， 因 而 可 以 处 型 











全 柱 检测 方法 
































大 入 














1 各 组 分 的 分 离 。 聚 焦 后 ， 通 过 改 
依次 通过 检测 器 而 得 以 确认 。 近 年 
质 、 抗 体 、 临 床 样品 等 生命 活性 物质 的 分 离 分 


1 多 胺 化 合 物 〈 如 四 乙烯 四 胺 、 四 乙烯 五 胺 、 和 w， 
! 包 含有 数 以 干 计 的 不 同 pI 值 的 化 合 
的 场合 ， 如 测定 pI 


体 动力 学 和 电泳 两 种 模式 ， 














让 





K 动 法 通过 改变 pH 梯度 分 布 [ 
常 是 NaCl)] 使 样品 流出 。 为 了 改善 该 方法 对 末端 组 分 的 迁移 效果 ， 通 常 采 用 两 性 
时 ，pI 值 较 低 的 两 性 电解 质 可 以 改善 酸性 组 分 的 迁移 ，pI 值 


于 组 








两 端 加 电压 的 同时 利用 
也 可 使 迁移 速度 加 快 ， 从 而 获得 很 好 


即 在 阴极 或 阳极 池 中 加 入 酸 、 碱 、 







































































= A 
分 聚焦 在 等 


昌 点 处 时 

















电泳 进 样 可 能 








EE 比 CZE 更 


除外 )。 迁 移 样 品 的 
定 的 真空 度 迁 移 


盐 《〈 通 

















解 质 代 























SE 




















上 CIEF 特有 的 浓缩 作用 ， 而 极 易 相 互 聚集 ， 进 而 
溶解 度 很 小 的 问题 。 为 解决 上 述 问题 ， 
乙 二 醇 、 尿 素 、 山 梨 














1 入 还 可 以 随时 填补 毛 旨 


























得 较 大 的 


高 电压 是 CIEF 高 分 辩 率 的 基础 ， 





柱 长 、 操 作 电压 、 聚 焦 和 迁移 时 间 等 都 将 影 
利于 加 快 分析 速 度 。 长 柱 能 
的 柱 长 是 10 一 80cm 。 























CIEF 中 通 
醇 糖 、 莽 糖 等 ， 防 止 沉淀 
管 管 壁 涂 层 的 流失 。 

响 分 离 结果 。 短 村 
日 是 分 离 柱 太 长 又 会 带 来 操作 上 的 不 便 ， 通 











已 
产 
这 





与 全 柱 检测 方法 结合 ， 





从 为 零 ( 分 子 间 
生 沉 淀 ; 以 及 下 
需要 在 溶液 加 入 
或 起 增 溶 的 作用 ， 





有 有 





高 的 电压 将 会 导致 焦耳 热 过 大 ， 使 溶液 秋 度 降 
剧组 分 扩散 ， 降 低 分 离 效 率 ， 因 此 ， 操 作 电 压 通常 选择 200 一 1000V/cm。 


改 | 小 


| ?ao 


的 是 

















AS 


离 。 








而 不 脱离 ， 保 持 相 同 速度 前 
分 析 提 供 


化 效应 ”。 
高 纯度 的 样品 


的 溶剂 ; 改变 前 导 
该 方法 尤其 ; 
ITP 法 
碱 、 抗 生 素 、 
肽 类 和 和 蛋 


等 )， 


品 的 


如 图 7-4 所 示 ， 


度 要 
液 




















在 CIEF 中 ， 应 提供 
聚焦 时 间 也 并 非 越 长 越 好 ， 
聚焦 时 间 为 3 一 30min 。 


》 








| 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 

















足够 的 聚焦 时 间 


五 、 毛 细 管 等 速 电 泳 


1. 


当 


基本 原理 


毛细 管 等 速 电 泳 (CITP) 是 
一 种 被 称 为 “前 导电 介 
电介质 〈termin 


度 则 低 于 外 














FE 何 相 





质 〈leading electrolyte ) ”， 


ating electrolyte ) ”， 


品 组 分 ， 被 分 离 的 组 分 按 其 消 度 的 不 同 夹 在 中 间 ， 








体系 中 有 





任何 








带 迅 速 赶 上 ， 保 撒 
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由 
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I 稳定 








系统 达到 


了 依据 ， 而 


两 个 
定 速 
状态 


通过 

















于 没有 其 他 载 











本 电 

















HD o 


2. 条 件 优化 
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[和 








柱 
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等 速 电泳 的 分 





区 带 脱 节 ， 其 间 








， 各 免 聚 焦 尚未 完成 妈 
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为 样品 在 毛 
































开始 迁 











般 认 为 ， 











L y 


一 种 “移动 边界 ”电泳 技术 ， 它 采用 两 种 不 同 
充满 整个 毛细 管 柱 ; 








出 的 储 





下 











六 








置 于 














.前 者 消 度 














日 抗 趋 于 


度 。 
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进 ， 形 成 等 速 状态 。 





由 于 在 不 同 





EC 穷 大 ， 
































有 导 又 可 导 


得 定性 信息 。 














解 质 ， 各 








区 和 带 不 会 














出 现 交错 或 混合 ， 保 持 着 鲜 
} 辩 率 很 高 ， 不 存在 色谱 或 电泳 分 离 过 程 








到 








年 样品 


[a] DD 
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其 固有 








有 效 迁 移 率 是 改 : 
电解 质 pH; 在 前 导 
适合 于 光学 、 儿 何 异 构 体 的 分 离 。 
的 特点 


善 分 








离 的 有 效 方法 ， 





























范围 十 分 
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碟 醇 药 、 有 机 酸 的 轨 } 离 分 析 ， 








白质 等 。 


























于 了 

















上 浓缩 。 
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管 电泳 仪 主 











三 中 

















女 品 


I 压 电 源 、 毛 旨 


目前 广 


还 特别 适用 于 分 析 一 
x 带 自 锐 化 效应 和 强 浓缩 效应 ， 通 常 与 其 他 上 


泛 采 用 


口 全 
品 含 量 成 了 






































第 三 节 ”毛细 管 电泳 仪器 











管 、 进 样 




















区 三 














一 、 高 压 电 源 


毛 引 
围 一 般 在 0 一 上 30k 
求 高 


安全 。 


断 流 装 置 ? 


如 | 














管 电泳 仪 的 








于 1%。 


V， 


了 些 仪器 还 











:包括 温 














度 控制 系统 。 














电源 为 高 压 直 流 电源 
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连 





续 可 调 ， 输 

















直流 高 压 通过 两 个 








铂 电 极力 
于 仪器 在 高 电 
现在 商品 化 的 














当 系 统 敞 
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压 ] 


R : 


[在 毛细 管 两 


行 ， 





jo 











操作 时 应 特 








毛 纪 
开 时 ， 














另外 ， 
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高 压 电源 应 当 








在 








E 沪 人 般 都 带 











高 压 电源 会 














en 




















燥 H 

















尖端 放电 











4 环境 中 运行 ， 以 避免 

















i 影响 分 析 结 果 或 损坏 仪器 。 





日 





的 措施 包括 : 使 
电解 质 中 加 入 能 与 样品 形成 配合 物 的 添加 剂 〈《 如 环 糊 精 


广泛 ， 不仅 适用 于 药物 中 一 些 无 机 离子 、 
些 生物 大 分 子 ， 如 氨基酸、 
电泳 模式 联 用 ， 实 现 样 


FE 比 ， 这 为 要 


的 界线 ， 即 “ 
中 样品 扩散 效应 ， 有 


移 。 然 而 ， 值 得 注意 
管 中 停 留 太 久 ， 会 增加 其 沉 
聚焦 结束 时 电流 强度 应 降低 到 初始 值 的 10% 以 下 。 





演 的 概率 ， 常 





的 缓冲 液 系统 ， 


另 一 种 被 称 为 “尾随 
高 于 任何 样品 纪 

以 同一 速度 移动 ， 实 现 分 
电场 强度 迅速 增加 ， 迫 








日 分 


， 后 者 消 








使 后 一 区 





区 带 中 形成 了 不 同 强度 的 电场 ， 各 区 带 将 紧 紧邻 接 
区 域 长 度 与 术 





fF 品 定量 





el 








自 锐 
利于 制备 












































不 同 极 性 











生物 











系统 、 检 测 器 及 数据 记录 和 处 到 








系统 组 成 ， 














bs 


毛细 管 电泳 仪 示意 图 


高 压 电 源 ; 2 一 金 











属 旧 


昌 极 ; 3 一 毛细 管 ; 


4 一 检测 器 ;5 一 数据 记录 和 处 理 系 统 





二 、 分 离 毛 细 管 

广泛 使 用 的 是 石英 材质 毛细 管 ， 但 石英 毛细 管 易 折断 ， 为 增强 其 思 性 ， 通 常 在 管 外 表面 
均匀 涂 履 聚 酰 亚 腕 涂 层 。CE 使 用 的 毛细 管内 径 通 常 为 10 一 100hm， 外 径 3$0 一 400hm。 

CE 一 般 为 在 线 检测 ， 如 用 光学 检测 ， 要 求 毛细 管 具有 良好 的 透 光 性 。 然 而 ， 聚 酰 亚 胶 
涂 层 透 光 性 差 , 在 实际 使 用 中 , 通常 需 进 行 酸 腐蚀 法 或 者 烧灼 法 除 掉 部 分 聚 酰 亚 胺 涂 层 ( 如 
图 7-5 所 示 )， 实 现 光 路 通 透 以 利于 样品 检测 。 




















































































































检测 窄 








国 世 加 ”石英 毛细 管 检测 窗口 
一 毛细 管 总 长 度 ，Ler 一 毛细 管 有 效 长 度 





三 、 进 样 系统 


CE 的 进 样 量 非常 小 ， 一 般 仅 为 纳 升级 。 进 样 过 程 通常 是 将 毛细 管 的 进 样 端 插入 到 样品 
溶液 中 ， 然 后 用 重力 、 电 场 力 、 压 力 等 作为 驱动 力 驱 使 样品 进入 毛细 管 中 ， 可 通过 控制 驱动 
力 的 大 小 和 进 样 时 间 控 制 进 样 量 。 

压力 进 样 是 通过 在 进 样 端 和 出 口 端 形成 压力 差 ， 样 品 溶液 在 压力 差 作 用 下 进入 毛细 管 
从 而 实现 进 样 。 形 成 压力 差 一 般 有 三 种 方式 : 进 样 端 加 正 压 ; 出 口 端 加 负 压 ;， 进 样 端 和 出 口 
端 形成 高 度 差 ， 通过 重力 产生 压力 差 ( 如 图 7-6 所 示 )。 目 前 ， 商品 化 的 仪器 一 般 是 利用 正 
进 样 。 
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二 





过 笠 江 IT 器 “过冬 当 
人 止 压 进 样 








压力 进 样 的 进 样 量 大 小 主要 取决 于 进 样 











l=ut (7-19) 
式 中 ,1 为 进 样 时 间 ; u 为 进 样 速度 。 由 贝 努 利 方程 可 知 ， 管 内 流体 的 速度 满足 : 



































U = 一 一 一 (7-20) 


式 中 ，Ap 为 进 样 端 与 出 口 端 的 压力 差 ; + 为 毛细 管 半径 ，7 为 溶液 的 黏度 系数 ， 工 为 毛 
细 管 的 长 度 。 因 此 进 样 区 带 的 长 度 为 : 

















1 = 一 -一 上 (7-21) 
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进 样 体积 站 可 由 样品 区 带 长 度 与 毛细 管 横 截 面积 的 乘积 得 到 : 












































4 
i (7-22) 
8n7L 
进一步 基于 样品 浓度 c 可 以 得 到 进 样 量 m 的 表达 式 : 
A 4 
m = PE tc (7-23) 
8nL 






































由 式 (7-23) 可 知 ， 进 样 量 的 大 小 与 进出 口 端 压力 差 、 毛 细 管 半径 的 四 次 方 、 进 样 时 间 
成 正比 ， 与 浴 液 条 度 、 毛 细 管 长 度 成 反比 。 对 于 确定 长 度 和 内 径 的 毛细 管 ， 可 以 通过 改变 进 
出 口 端 压力 差 和 进 样 时 间 来 改变 进 样 量 。 当 样品 溶 
液 的 条 度 保持 不 变 时 ， 可 以 使 进 样 量 十 分 精确 。 采 
用 压力 进 样 时 ， 进 样 量 的 大 小 与 电泳 消 度 无 关 ， 基 
此 ， 此 进 样 方式 对 样品 溶液 中 的 离子 没有 电压 〈( 电 
动 ) 进 样 中 的 “离子 歧视 效应 ”可 以 反映 出 样品 中 
不 同 组 分 的 真实 含量 。 
电动 进 样 过 程 如 图 7-7 所 示 。 进 样 时 ， 将 进 样 
端的 缓冲 液 换 成 样品 溶液 , 接 通 高 压 电源 , 样品 溶 
液 中 的 组 分 在 电场 和 电 渗 流 的 作用 下 进入 到 毛细 


管 ! 



























































































































































































































































电动 进 样 量 : 


esl 


m=lrxrc (7-24) 





由 于 进 样 长 度 
1=(vEor+yEp)t (7-25) 
忆 此 ， 可 以 通过 进 样 时 间 、 电 渗流 速度 和 电泳 速度 得 到 进 样 量 。 电 渗流 速度 和 电泳 速度 
与 电场 强度 有 关 ， 也 与 缓冲 液 和 样品 离子 的 性 质 有 关 。 在 一 定 的 实验 条 件 下 ， 当 需要 改变 进 
样 量 时 ， 通 常 可 通过 改变 进 样 电压 和 进 样 时 间 控 制 进 样 量 。 若 严格 控制 温度 等 条 件 ， 精 确 地 
改变 进 样 电 压 和 时 间 ， 可 以 准确 地 控制 进 样 量 。 

由 式 (7-25)〉 可 知 ， 当 样品 为 含有 不 同 组 分 的 混合 样品 时 ， 由 于 电泳 速度 不 同 ， 样 品 
不 同 组 分 进入 到 毛细 管 中 的 量 将 不 一 致 ， 即 进入 毛细 管 中 各 组 分 的 浓度 比 与 样品 中 各 组 分 的 
浓度 比 不 同 , 产生“ 靶 视 效应 ”。 当 电 渗 流速 度 较 小 时 ， 组 分 电泳 速度 的 差别 对 进 样 量 影响 很 
大 。 此 时 ， 样 品 溶液 中 的 离子 浓度 可 以 在 很 大 程度 上 影响 其 进入 毛细 管 中 物 质 的 量 。 由 于 组 
分 “歧视 效应 ”的 存在 ， 样 品 溶液 中 盐 离子 的 比例 越 大 ， 检 测 物 离子 的 比例 就 越 小 ， 待 测 物 
的 信号 就 越 弱 。 所 以 电动 进 样 时 ， 样 品 溶液 中 的 盐 离子 浓度 会 很 大 程度 上 影响 检测 灵敏 度 ， 
脱盐 处 理 可 以 有 效 地 提高 检测 灵敏 度 。 

四 、 人 恒温 系统 

在 电泳 过 程 中 ， 毛 细 管 内 会 因 焦 耳 热效应 而 产生 径 向 温度 梯度 ， 引 起 迁移 速度 沿 径 向 分 
布 变化 ， 降 低 分 离 效率 ; 另外， 外 界 气 温 的 不 稳定 也 会 导致 分 离 难 以 重 现 。 We 
题 ,通常 需 将 毛细 管 置 于 恒温 环境 中 。 商 品 化 仪器 大 多 有 温 控 系统 ， 如 风 冷 (强制 空气 对 流 ) 
和 液 冷 对 毛细 管 降温 ， 其 中 液 冷 效果 较 好 ， 但 风 冷 控制 系统 的 结构 简单 。 

风 冷 控 温 包括 制冷 单元 、 风 扇 和 温度 显示 等 部 分 。 制 冷 单 元 通常 以 制冷 半导体 为 基础 ， 
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可 以 实现 制冷 。 风 扇 用 于 强制 空气 流动 ， 以 加 速 毛 细 管 内 外 的 热 交 换 。 风 冷 控 温 系统 容易 制 
作 ， 不 影响 分 离 操 作 ， 但 控 温 效果 不 够 理想 。 

液 冷 控 温 是 将 毛细 管 置 于 一 恒温 液体 中 ， 相 对 于 风 冷 控 温 ， 液 冷 控 温 更 为 精确 。 一 般 而 
言 ， 液 冷 体系 中 ， 在 20kV 以 下 操作 时 ， 可 以 用 水 作为 冷却 介 质 ; 20kV 以 上 时 需 用 煤油 或 气 
代 烷 烃 作 为 冷却 介质 。 冷 却 介 质 一 般 由 专门 的 制冷 系统 冷却 或 恒温 ， 通 过 一 定 的 流 路 进行 循 
环 。 图 7-8 所 示 是 以 水 为 冷却 介质 的 简易 毛细 管控 温 设计 。 


十 纲 窟 



































































































































































































































上 国 E 昌 ”以 水 为 冷却 介质 的 毛细 管控 温 设计 

五 、 检 测 器 

就 CE 而 言 ， 细 内 径 毛 细 管 提供 了 极 高 的 分 离 效能 ， 但 同时 给 样品 检测 带 来 不 便 ， 对 
丛 济 朱 术 过 求 于 辣 s 训 何 提升 检测 窜 的 爱 敏 度 。 同 遇 证 先 骨 王 的 区 党 展 况 直 是 CE 技 
术 发 展 中 面临 的 关键 问题 。 迄 今 为 止 ， 已 有 许多 检测 技术 与 CE 联 用 ， 在 不 同 的 应 用 领域 
发 挥 作用 。 
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光 吸 收 法 、 电 化 学 法 以 及 质谱 法 等 许多 方法 均 可 用 于 CE 检测 , 表 7-5 中 列 出 了 CE 中 常 
用 检测 方法 及 其 优 缺 点 。 
CE 中 常用 检测 方法 及 其 优 缺 点 
检测 方法 浓度 检测 限 /(mol/L) 优 缺 点 
紫外 105 一 10? 通用 型 ， 二 极 管 阵列 紫外 检测 可 得 到 光谱 信息 
荧光 10 一 10? 灵敏 度 高 ， 但 样品 常 需 衍 生化 
激光 诱导 荧光 10 14~1071° 灵敏 度 极 高 ， 样 品 常 需 衍 生化 ， 价 格 高 
A 人 灵敏 度 高 ， 选 择 性 好 ， 但 通常 只 用 于 电 活 性 物质 分 析 ， 需 要 专 
3 We 门 的 电子 装置 
电导 10 "~10® 通用 型 ， 但 需要 专门 的 电子 装置 ， 毛 细 管 需 处 理 
质谱 10 “~10” 灵敏 并 能 提供 结构 信息 ，CE 和 MS 之 间 的 接口 复杂 









































花 外 检测 是 绝 大 多 数 商 品 化 仪器 的 检测 手段 。 淡 光 检测 可 以 提供 更 口 的 检测 灵敏 度 。 当 
采用 激光 光源 代 蔡 普通 激发 光源 ， 实 现 激光 诱导 荧光 (LIF) 检测 ,灵敏度 能 达到 单 分 子 检测 
水 平 。 电 化 学 检测 也 可 以 达到 很 高 的 灵敏 度 。 质 谱 作 为 检测 手段 也 渐 趋 成 熟 ，CE-MS 联 用 技 
术 将 在 第 四 节 详 细 介绍 。 发 展 新 型 检测 器 、 提 高 检测 灵敏 度 以 及 发 展 联 用 技术 是 CE 研究 的 
重要 内 容 。 
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1. 紫外 检测 器 





质 的 吸光 度 不 同 ， 当 
度 、 吸 收 系数 和 光路 











样 分 析 物 通 





种 方法 称 为 间接 检测 法 。 在 一 
直接 法 低 1 一 2 个 数量 级 。 
开 在 毛细 管 
或 柱 上 (on column ) 检测 ， 前 者 是 指 紫 外 光 可 
后 者 是 指 在 距 毛 细 管 出 口 端 一 定 








接 紫 外 检测 法 的 灵敏 度 上 
在 CE 紫外 检测 中 ， 根 据 透 光 窗 口 


























相 进 行 检测 ; 
2mm 的 窗口 进行 检测 。 柱 内 检测 信号 
昌 重 现 性 不 佳 ， 因 此 应 用 较 少 。 














基于 样品 的 紫外 吸收 进行 检测 是 CE : 
被 测 组 分 通过 检测 
长 度 成 比例 关系 ， 符 合 朗 伯 - 比 耳 定 律 。 
对 于 本 身 没 有 紫外 吸收 的 待 测 物 ， 
过 检测 窗口 时 会 形成 倒 峰 ， 





























CE 中 直接 在 
























































避免 了 检测 池内 样品 区 带 的 展 宽 〈 事 实 上 ， 
于 提升 检测 灵敏 度 。 然 而 ， 值 得 注 


组 分 的 区 带宽 度 ，CE 峰 宽 一 般 在 2~5mm 之 间 ， 因 此 ， 透 光 





以 内 为 宜 。 
紫外 检 


类 型 。 前 两 利 








测 器 按 检测 方式 可 分 为 
Fh 类 型 结构 简单 ， 灵敏度 























应 用 最 / 





窗口 8 


可 在 


时 ， 














泛 的 检测 方法 。 因 被 测 组 分 和 背景 电解 




















吸光 度 将 发 生变 化 ， 其 大 小 与 被 测 组 分 的 浓 


























背景 电解 质 中 添加 















































通过 计算 该 倒 峰 的 面 






































a 、 























高 ; 后 两 种 类 型 能 够 提供 








UV 检测 方法 操作 简单 ， 可 靠 性 高 ， 


敏 度 通常 不 


= 


I 。 








可 以 采 
采用 数字 滤 
在 低 波 长 区 
a 






















































































些 具 有 紫外 吸收 的 物质 ， 这 











积 可 对 分 析 物 进行 定量 分 析 ， 这 
定 浓度 范围 内 ， 负 峰 的 大 小 与 被 测 组 分 的 浓度 成 正比 。 一 般 间 








管 上 的 位 置 ， 可 分 为 柱 内 (in column) 检测 
穿 透 毛细 管 柱 中 填充 的 固定 相 ， 直 接 通 过 固定 


距离 处 将 毛细 管 外 壁 涂 层 烧 掉 ， 留 下 一 段 1 一 
比 柱 上 检测 信号 强 , 但 由 于 光 的 散射 作用 


























保 声 比较 大 ， 


毛细 管 上 开 检 测 窗口 (在 线 检测 ) 的 方法 消除 了 常规 检测 器 存在 的 死 体积 ， 
样品 组 分 在 检测 窗口 段 依然 在 进行 分 离 )， 有 利 
FE 意 的 是 ， 透 光 窗 口 应 足够 小 ， 检 测 区 的 宽度 应 小 于 样品 
窗 的 尺寸 以 控制 在 峰 宽 的 1/3 
































可 变 波 长 、 二 极 管 阵列 和 波长 扫描 检测 器 等 



































时 间 - 波 长 -吸光 度 三 维 图 谱 。 





应 用 广泛 ， 然 而 ， 由 于 光 程 过 短 等 原因 ，UV 检测 灵 


以 下 几 种 方法 来 提高 检测 灵 














敏 度 : 中 通过 提高 光源 强度 、 减 少 背景 光 的 干扰 、 




















波 、 设 计 优 秀 的 信号 放大 系统 等 方式 来 改善 信 噪 比 ; es 如 
@ 扩 展 吸 光 光 路 长 度 ， 采 用 泡 型 或 Z 形 检 测 池 、 采 用 和 矩形 或 扁 形 毛细 


检测 ; 





2. 激光 诱导 荧光 检测 器 


激光 诱导 荧 


测 器 之 一 。 
扰 ， 在 痕 量 











要 意义 。 


某 些 物质 吸收 了 与 其 自 3 
的 最 低 振 动能 级 跃迁 到 能 级 # 
振动 能 级 。 奕 光 是 电子 由 第 

长 的 一 种 光 。 奖 光 的 产生 与 分 子 结 
光谱 是 一 定 的 ， 这 是 样品 定性 的 依据 。 





生物 相 


























应 上 

































































相关 。 样 品 稀 溶液 问 光 强度 乒 的 表达 式 为 : 


km 


用 广泛 。 


特征 频率 相同 的 光子 以 后 ，4 


电子 激发 态 最 低 振 动 角 
吉 构 密切 相关 。 对 某 一 化 合 物 而 
样品 溶液 的 荧光 强度 与 其 吸收 系数 、 量 子 效率 和 浓度 





























由 于 大 多 数 分 析 对 象 没 有 获 光 基 团 ， 通 
I 激发 波长 对 检测 灵敏 度 的 提高 具有 


分 子 或 原子 中 的 某 些 电子 从 基态 中 
高 的 激发 能 态 ， 然 后 再 无 辐射 路 迁 到 第 一 电子 激发 态 中 的 最 低 
8 级 跃迁 至 基态 时 ， 发 出 比 原来 吸收 波长 


























检测 器 (laser induced fluorescence detector，LIF) 是 CE 最 灵敏 的 检 
LIF 仅 对 产生 菊 光 或 被 选择 性 荧光 标记 的 分 子 有 
EFE 品 和 环境 监测 方面 
常 需要 进行 区 光 标记 ,恰当 地 选择 芝 光 衍生 试剂 逢 








响应 ， 可 有 效 消除 基体 的 干 
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j 言 ， 在 给 定 条 件 下 ， 其 奖 光 
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其 中 ， 乡 是 菊 光 物质 的 量子 效率 ; m 是 激发 光 强 度 ; 有 为 葡 光 物质 吸收 光 强 度 ， 2 是 该 物 
c 为 物质 浓度 ; K 是 与 收集 效率 、 传 输 效 率 等 因素 相关 的 
常数 。 在 给 定 的 严 光 物质 浓度 较 低 的 情况 下 ， 奕 光 强 度 与 严 光 物质 的 浓度 成 正比 ， 这 是 奕 光 


质 的 摩尔 吸收 系数 





检测 的 定量 基础 。 








LIF 检测 系统 的 光学 部 件 有 激光 光源 、 滤 光 片 、 透 镜 、 光 闸 和 检测 池 等 。 激 光 光 源 亮度 


极 高 ， 光 照 密 度 大 


要 有 和 带 通 滤 光 片 、 截 止 滤 光 片 ， 具 有 





; 为 吸收 光 程 ; 


























， 相 对 于 其 他 普通 光源 ， 它 还 具有 单 色 性 强 、 方 


























聚 光 透 镜 和 荧光 收集 透镜 两 种 ， 通 常 可 
性 杂 散 光 ， 同 时 尽 可 能 地 通过 荧光 ， 其 孔 

检测 池 是 影响 检测 灵敏 度 的 关键 
能 优秀 的 检测 池 应 具有 
池 类 型 包括 以 下 几 种 门 。 





























可 由 显 























高 、 体 积 小 、 成 本 低 、 截 通 率 高 的 优点 。 透 镜 有 
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i 


向 性 强 等 特点 。 滤 光 片 主 











微 物镜 代 蔡 。 光 闲 (diaphragm) 主要 滤 除 非特 异 






































径 大 小 需 通 过 实验 优化 。 
对 素 之 一 ， 发 展 新 型 检测 池 是 


























CE 重要 的 研究 方向 。 性 














对 激发 光 了 畸变 小 ， 有 利于 收集 荧光 ， 柱 外 效应 小 等 特点 。 常 见 的 检测 

















Q 在 线 检测 池 (on-column detection cell): 制 法 简单 ， 是 目前 CE 等 分 析 系 统 中 应 用 最 
广泛 的 一 种 检测 模式 ， 但 存在 激光 束 光 学 畸变 大 、 杂 散光 和 噪声 较 强 等 缺点 。 
@ 峭 流 池 (sheath flow cell): 








测 池 受 到 样品 的 污染 ， 但 是 该 检测 ; 
@ 液 蕊 波导 (LCW) 检测 池 : LCW 是 一 种 全 反射 


而 激发 光 被 消除 。 











可 消除 熔 硅 /空气 和 熔 程 
也 需要 特殊 定制 ， 而 且 实际 操作 
检测 池 ， 脆 光 在 池 壁 内 全 反射 输出 











E/ 溶 剂 界面 的 杂 散 光 干 扰 ， 避 免检 


























烦琐 。 

















由 微 世 片 检测 池 : 检测 池 通 常 为 数 十 微米 宽 和 数 十 微米 深 的 通道 。 
不 同 ， 荧 光 检 测 器 主要 有 三 种 类 型 : 正 交 型 、 共 
则 为 ， 高效 激 发 荧光 、 高 效 收集 区 光 和 消除 获 光 


依 光 路 结构 的 
结构 设计 的 基本 原 























线 型 和 轴 向 入 射 型 。 光 路 
































荧光 检测 灵敏 
光量 子 产 率 很 低 ， 
法 是 一 种 近似 通 / 
后 产生 弱 的 信和 号， 
声 大 和 扰动 现象 ， 
通过 化 学 衍生 将 化 















































4b ns 
用 永 品 声 。 


度 高 ， 但 是 具有 天 然 严 光 的 只 有 少数 化 合 物 ， 大 多 数 物质 不 发 区 光 ， 或 痰 
或 无 法 直接 进行 诡 光 检测 ， 需 要 间接 获 光 检测 或 交 光 衍生 检测 。 间 接 检 测 















































而 且 对 杂质 也 没 : 


让 




















合 物 标 记 上 荧光 





A 





























的 检测 方法 ， 其 机 理 是 物理 置换 ， 即 具有 强 信号 














背景 的 探 针 被 分 析 物 取代 
































了 选择 性 





表现 为 负 峰 。 和 直接 检测 法 相 比 ， 间 接 法 灵敏 度 














。 目 前 超过 90% 的 LIF 




















和 柱 后 衍生 (post-column derivatization ) 。 
3. 电化 学 检测 器 (electrochemical detector，ECD ) 


电化 学 检测 方法 是 根据 电化 学 原型 
问题 , 对 电 活 性 组 分 
ng 级 ; 选择 性 好 ， 特别 适合 复杂 体系 女 


遇 到 的 光 程 太 短 的 





















































的 检测 具有 
1 生物 体液 、 匀 浆液 等 体系 中 





团 。 根 据 衍生 反应 发 生 在 分 离 
的 不 同 , 衍生 法 分 为 柱 前 衍生 (pre-column derivatization )、 在 村 











E 和 物质 的 电化 学 性 质 进行 检 
许多 优点 ,包括 灵敏 度 高 , 检 出 限 可 达 pg 一 












































较 低 。 电 位 检测 、 
(1) 电位 检测 


























检测 的 方法 。 其 原 


理 











充 溶液 与 样品 溶液 
这 是 对 样品 进行 检 








导致 能 测定 的 物质 





























测 





依据 。 电 位 检测 法 医 


























较 低 ， 存 在 基线 漂移 、 品 
检测 采用 的 是 衍生 法 ， 即 
前 、 分 离 中 和 分 离 后 顺序 








衍生 (Con-column derivatization ) 


测 ， 可 避免 光学 类 检测 器 

















活性 物质 的 检测 ， 非 电 





活性 物质 也 采用 间接 法 进行 测定 ; 线性 范围 宽 ， 一 般 为 3~4 个 数量 级 ;设备 装置 简单 ， 成 本 
电导 检测 和 安培 检测 CE 电化 学 检测 的 三 和 

电位 检测 是 利用 离子 选择 性 电极 (ISE) 对 待 测 物质 的 选择 性 响应 进行 
是 由 于 溶液 中 的 离子 有 选择 地 转移 到 亲 脂性 的 








基本 模式 。 





膜 上 ， 导 致 检测 器 内 部 填 























之 间 产 生 电 位 差 ， 此 电位 差 是 两 种 溶液 中 活性 离 











需 选择 性 高 的 离子 选择 




















种 类 有 限 。 














子 比 率 对 数 的 线性 函数 ， 
电极 而 一 次 只 能 检测 少数 











的 
儿 种 被 测 物 , 与 毛细 管 电泳 的 高 分 离 效率 不 匹配 ， 难 以 广泛 应 用 ， 而 且 由 于 ISE 的 种 类 有 限 ， 


性 | 如 








| 1ss | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 






































(2) 电导 检测 ”电导 检测 通过 测量 电极 间 由 于 离子 化 合 物 的 电荷 迁移 引起 的 电导 率 
与 背景 电解 质 之 间 电 导 率 的 差异 来 实现 。 早 期 电导 检测 法 仅 应 用 于 离子 色谱 ,很 少 用 于 
CE， 这 主要 是 因为 在 内 径 很 细 的 熔 硅 毛细 管 中 设 计 一 个 死 体 积 很 小 的 电导 检测 器 非常 困 
难 。 随 着 微 加 工 技术 的 进步 ， 电 导 检 测 才 逐渐 应 用 于 CE 中 。 电 导 检 测 的 仪器 装置 比较 简 
单 ， 一 个 探头 和 一 个 响应 电路 即 可 满足 检测 需求 ， 这 为 仪器 的 微型 化 提供 了 方便 。 电 导 检 
测 可 分 为 接触 式 电导 检测 和 非 接触 式 电导 检测 .。 接 触 式 电导 检测 中 工作 电极 与 毛细 管 缓冲 
介质 相连 接 ， 分 析 物 经 毛细 管 被 工作 电极 检测 出 ， 这 种 方法 存在 电极 易 损 坏 的 缺点 。 非 接 
触 式 电导 检测 中 工作 电极 环 在 毛细 管 外 ,高 频 信号 传送 至 检测 器 电极 上 , 因此 电极 可 检测 
到 较 强 的 信号 变化 。 

(3) 安培 检测 ”在 三 种 电化 学 检测 模式 中 , 安培 检测 是 应 用 最 普遍 的 一 种 电化 学 检测 法 ， 
它 上 具有 有 灵敏度 高 、 选 择 性 好 、 响 应 速度 快 等 优点 。 其 原理 是 基于 醇 、 酚 类 、 氮 基 酸 、 生 物 碱 、 
多 肽 等 具有 电 活 性 的 物质 在 恒 电 位 电极 上 发 生 氧 化 还 原 反 应 时 所 产生 的 电流 响应 与 其 浓度 成 
一 定 比 例 关 系 而 进行 检测 的 一 种 方法 。 

安培 检测 比 电 导 检 测 、 紫 外 检测 的 灵敏 度 高 ， 选 择 性 也 更 好 。 安 培 检 测 是 在 固定 电位 的 
电极 上 实现 的 。 在 电极 表面 ， 电 活性 物质 如 醇 、 酚 类 、 氮 基 酸 、 糖 、 多 肽 、 生 物 碱 等 发 生 氧 
化 或 还 原 反应 产生 电流 响应 ， 该 电流 响应 同 其 浓度 成 一 定 的 比例 关系 。 也 可 以 通过 一 些 间接 
方法 对 没有 电化 学 活性 的 物质 进行 安培 检测 。 

用 于 毛细 管 电泳 安培 检测 的 电极 包括 碳 电 极 、 金 属 电极 、 酶 电极 、 化 学 修饰 电极 等 ， 其 
中 常用 的 碳 电极 有 玻 碳 电极 、 碳 纤维 电极 、 石 墨 电 极 等 ， 金 属 电极 包括 Pt、Au、Cu、Ni 等 ; 
从 电极 的 形状 分 类 ， 主 要 包括 柱状 电极 、 圆 盘 电 极 和 微 电 极 。 柱 状 电极 噪声 较 大 ， 影 响 检测 
限 ， 相 比 而 言 ， 盘 状 电极 的 优势 更 大 。 

安培 检测 方式 包括 离 柱 安培 检测 、 柱 端 安培 检测 和 柱 内 安培 检测 三 种 。 

离 柱 安培 检测 是 用 一 联结 器 将 分 离 毛细 管 与 检测 毛细 管 连接 ， 此 联结 器 提供 了 一 个 电流 
接地 的 通路 ， 使 CE 分 离 系 统 与 EC 检测 系统 隔离 ， 这 种 模式 可 减少 分 离 高 电压 对 检测 电势 
的 影响 ， 并 降低 了 对 EC 检测 信号 的 和 干扰， 因此， 联结 器 是 该 检测 方式 的 关键 。 

将 检测 电极 置 于 毛细 管 出 口 位 置 进行 检测 称 为 柱 端 安 培 检 测 。 一 般 认 为 使 用 内 径 小 于 
25hm 的 毛细 管 时 ， 分 离 电 压 对 检测 噪声 无 明显 影响 。 检 测 池 与 分 离 通 道口 的 距离 太 近 (< 
30hm) 时 ， 分 离 通道 的 电压 微小 波动 将 会 引起 检测 电势 的 很 大 变化 ， 对 检测 产生 很 大 干扰 ; 
而 两 者 距离 太 远 时 ， 将 影响 检测 灵敏 度 。 

相对 于 离 柱 方式 ， 柱 端 检测 更 加 简便 易 行 。 被 测 物 的 半 波 电势 以 及 工作 电极 电势 偏离 量 
大 小 取决 于 CE 分 离 电 压 、 绥 冲 液 浓 度 、 毛 细 管 未 端 与 工作 电极 的 距离 以 及 毛细 管内 径 。 在 
以 有 机 溶剂 为 电 访 介质 的 柱 端 安培 检测 中 ， 工 作 电 极 检 测 电势 范围 加 宽 ， 贵 金属 电极 检测 性 
能 更 加 稳定 ， 分 离 电场 对 检测 系统 的 影响 则 呈现 出 不 同 的 规律 ， 如 工作 电极 电势 偏离 与 电泳 
缓冲 体系 浓度 无 关 ， 分 离 电 压 越 高 信号 基线 越 稳定 等 。 
柱 内 安培 检测 采用 一 种 特殊 设计 的 电动 隔绝 电势 ， 将 工作 电极 置 于 分 离 通道 中 。 与 柱 端 
安培 检测 相 比 ， 不 需要 联结 器 ， 且 两 者 所 得 到 谱 峰 的 塔 板 高 度 和 峰 斜 率 差 别 并 不 明显 。 柱 内 
安培 检测 可 用 于 分 离 衍 生化 后 的 氨基 酸 ， 在 相关 物质 检测 时 ， 可 替代 LIF。 

安培 检测 由 于 具有 选择 性 好 、 灵 敏 度 高 、 成 本 低 等 特点 已 经 成 为 CE 最 佳 的 检测 方式 之 
一 ， 尤 其 适用 于 那些 直接 光学 检测 的 物质 (如 脂肪 族 化 合 物 )。 其 应 用 可 涉及 所 有 与 分 析 化 学 
有 关 的 领域 ， 适 用 的 研究 对 象 也 相当 广泛 ， 包 括 无 机 离子 、 生 命 大 分 子 等 等 。 
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第 七 章 毛细管 电泳 





第 四 节 毛细管 电 泳 -质谱 联 用 技术 





毛细 



























































技术 在 一 次 分 析 ; 








管 电泳 具有 极 强 的 分 离 能 力 ， 而 质谱 方法 不 仅 灵敏 度 高 ， 也 可 以 直接 进行 纪 
管 电泳 -质谱 (CE-MS ) 联 用 

















旦 . 储 总 - 冯 





特征 等 信 征 








MA 总 二 





不 霖 局 %X 


核 苷 酸 、 药 











和 白质、 上 肽 、 


器 价格 昂贵 ， 与 CE 联 用 技术 难 




















可 同时 得 到 迁移 时 间 、 
分 离 与 高 灵敏 定性 定量 检测 为 一 体 的 样品 分 析 技 术 ， 


























日 分 


分 子 量 、 

















187 | 


的 定 
碎片 

















物 及 其 代谢 产物 等 的 分 离 分 析 。 但 质谱 检测 也 有 其 自身 的 缺点 ， 








度 大 等 。 
































CE-MS 














CE-MS 联 用 面临 
壁 涂 层 等 会 降低 被 分 析 


期 的 发 展 主要 
的 CE 模式 如 CZE、MEKC、 毛 细 管 电 
大 地 拓展 了 CE-MS 所 能 分 析 样 品 的 范围 。 
的 主要 问题 是 CE 背景 缓冲 液 ， 


十 伴 可 






































色谱 (CEC) 等 ] 











的 在 CE-MS : 








中 在 方法 学 的 研究 ,包括 CE 模式 、 质 谱 类 型 以 及 接口 技术 。 














己 被 广泛 用 


如 仪 





























得 到 了 应 























的 盐 与 表面 活性 剂 (MEKC)、 毛 细 管 


























物 的 离子 化 效率 ， 











部 分 填充 技术 是 行 之 有 
低 、 挥 发 性 好 的 有 机 深 
各 种 类 型 质量 分 析 



































子 B 





质谱 (ITMS) 医 








CTOF-MS) 和 傅 里 叶 变 换 离 子 回旋 共振 质谱 (FT-ICR-MS) 具 














适 


效 的 解决 方法 。 此 乡 
剂 ， 作 为 CE 绥 冲 液 

















和 在 与 
器 的 质谱 仪 都 可 与 CE 联 用 ， 目 





能 严重 














前 ， 三 








习 


重 四 极 杆 质谱 (TQ-MS ) 和 离 





子 源 。 采 用 挥发 性 缓冲 盐 


和 。 相 关联 用 
































或 者 


非 水 毛细 管 电泳 NACE)， 选 用 表面 张力 
CE-MS 联 用 中 有 很 好 的 应 用 前 景 。 


仪器 结构 简单 、 分 析 速 度 快 等 优点 应 用 最 为 广泛 ， 飞 行 时 间 质 谱 
































有 高 的 质量 分 辨 紊 和 














] 于 分 析 大 分 子 。CE-MS 联 用 中 ， 离 子 源 也 是 关键 部 伯 





























离 (ESI)、 大 气压 化 学 
等 离子 源 均 适合 




















一 、CE-MS 接口 的 基本 构成 


接 














技术 是 实现 CE-MS 联 用 的 关键 .CE-MS 联 ) 












































FF ， 快 原子 雄 击 (FAB )、 电 喷雾 电 
有 离 (APCI)、 电 感 耘 合 等 离子 体 (ICP)、 大 气压 光 离 子 化 (APPI) 
CE-MS， 其 中 ，ESI 是 最 常用 、 最 成 熟 的 技术 。 


线 联 用 和 在 线 联 用 两 种 方式 。 


























离线 联 
联 ) 
热点 。 

在 线 联 用 接口 的 功 












































而 MS 却 与 之 相反 ， 低 
口技 术 ， 每 一 种 接口 应 











中 接口 仅仅 对 
] 相 比 ， 在 线 联 用 更 具 优越 ， 其 样品 损失 少 、 


己 分 离 样 





品 进 行 有 效 收集 ,并 不 涉及 到 真正 意义 上 的 联 用 ， 



































怠 日 


能 是 将 已 分 离 的 样品 转移 至 质谱 仪 


























离线 





























选择 相应 的 缓 ; 





得 被 分 析 物 带 上 多 电荷 后 采用 质谱 仪 可 以 检测 分 子 量 达 几 万 
ESI 自身 优势 以 及 CE-ESLMS 接口 技术 的 日 











占 主 导 地 位 的 方法 。 目 








二 、 鞘 液 接口 


























畏 液 接口 技术 是 最 早 实现 商品 化 的 CE-MS 接口 技术 。 志 





源 直接 相连 的 是 一 个 如 
套 管 流 出 并 在 出 口 处 与 


喷雾 头 , 在 高 


























号 











并 实现 高 效 的 离子 化 。 一 般 而 言 ，CE 分 离 时 需要 合适 的 离子 强度 和 低 挥发 怕 




















盐 浓度 及 高 挥发 性 更 容易 实现 恨 好 的 雾 化 及 离子 化 ， 因 此 必须 优 
! 液 。ESI 接口 作为 最 早出 现 的 在 线 联 用 接口 技术 ， 使 
































趋 成 熟 ，CE-ESILMS 


至 十 儿 万 的 生物 大 分 子 。 
已 成 为 CE-MS 联 用 技术 中 
前 ，CE-ESI-MS 接口 主要 分 为 畏 液 接口 (sheath flow interface) 和 无 
戎 液 接口 (sheathless interface〉 两 种 。 











E 鞘 液 接 口 ! 











自动 化 程度 高 、 分 析 速 度 快 是 目前 研究 的 


Ph ,获得 稳定 的 雾 流 (spray-current) 


E 的 流动 相 体系 ， 


化 接 














国民 














， 与 质谱 ESI 离子 








图 7-9 所 示 的 3 层 套 管 。 电 泳 流出 物 从 中 心 毛细 管 流出 ， 峭 液 从 ! 


























电泳 流出 液 混合 ， 贡 

















然后 这 些 离子 通过 毛细 























气体 则 从 最 外 层 扫 


管 中 喷 出 。 





混合 后 








电场 的 作用 下 电 喷 雾 形成 带电 液 滴 , 液 滴 经 溶剂 蒸发 
管 或 小 孔 进 入 到 质量 分 析 器 的 真空 腔 进 行 分 析 。 
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的 溶液 进入 
后 得 到 多 电荷 准 分 子 离子 ， 











改 | 小 


| ?ss 


分 析 化 学 


畏 液 接口 技术 
括 : 建立 电 连 接 ， 形 成 电泳 的 








分 册 六 如 管 一 > 


TIV 
THY 液体 精 流 


FE 册 6 液 相 色 谱 分 析 


液体 峭 流 











气体 删 流 
CE-ESI-MS 鞘 流 式 接口 
































泳 流出 物 
畏 液 流量 显 

雾 流 稳定 性 

间 优 化 。 


本 积 应 





4 是 


导 全 












































喷雾 接口 
高 1 个 数量 级 。 


无 畏 液 接口 不 能 像 靖 液 接口 一 样 依靠 稳定 的 喷雾 实现 电流 回路 ， 因 此 必须 采 
流 回 路 。 无 辅 流 接 口 又 可 分 为 液体 导 通 和 非 液 体 

非 液 体 导 通 接口 对 应 于 纳 喷 ， 通 过 在 喷 口 及 多 
上 电压 。2006 年 ，Zamfir 等 外 将 分 离 毛细 管 
层 形成 稳定 的 电流 回路 ， 其 结构 见 
性 应 用 变 差 。 为 了 适当 弥补 金属 涂 
内 直接 安置 电极 。 显 然 ， 该 类 接口 不 存在 
寿命 较 短 。 


在 CE 毛细 管 














的 方法 来 形成 
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易 ， 



































旧 使 

















改善。 至 
1 于 稍 液 在 雾 化 过 程 中 完 4 
尽 可 能 小 ， 以 避免 谱 带 展 宽 中 。 
、 无 鞘 液 接口 
随 着 科学 研究 和 分 析 方 法 对 仪器 的 灵敏 度 要 求 越 来 越 高 ， 无 畏 液 接口 技术 
释 效应 而 备 受 青睐 ， 并 在 微 喷 雾 ChESI) 和 纳 喷雾 CnESI) 离子 化 ! 
能 够 显著 降低 检测 限 和 提高 灵敏 度 ， 已 有 研究 表明 ， 无 鞘 流 


























的 酸度 ， 提 高 离子 化 效率 ;稀释 
著 高 于 CE 流速 ， 通 常 为 每 分 钟 引 
E 想 的 英 液 中 的 盐 浓 度 应 有 


























， 甘 气 起 稳定 电 喷 田 、 辅 助 液 滴 雾 化 及 溶剂 蒸发 的 人 作用。 精液 的 作用 
流通 路 ;提高 液体 流量 
电泳 流出 物 吧 。 


省 





> 





























包 
助 于 形成 稳定 的 电 喷雾 ， 调 整 电 
内 升 至 数 微 升 之 间 。 由 于 精液 的 稀释 作用 ， 




















E 高 分 








pa 


离 (高 盐 浓 度 ) 和 高 雾 化 ( 低 盐 浓度 
蒸发 ， 革 液 的 稀释 并 不 显著 降低 检测 灵敏 度 。 但 混合 液 





于 不 存在 稀 
得 到 应 用 。 无 畏 流 型 电 










































































图 7-10。 
层 的 不 足 ， 





























的 末端 做 成 外 
于 金属 容易 被 腐蚀 ， 
变通 方法 是 连接 一 小 段 金属 毛细 管 喷 





型 接口 能 够 将 灵敏 度 提 


让 





用 一 些 其 他 
导 通 两 类 。 








j 近 的 导电 涂 层 《〈 金 属 和 导电 高 分 子 ) 来 施 

















形 并 在 其 











F 涂 渍 一 层 铜 ， 利 用 铜 涂 























的 出 口 端 简 





单 地 贴 上 











加 简单 经 济 ， 亦 可 满足 长 期 的 应 用 需求 。 


液 接 型 接口 是 无 稍 液 接口 技术 ! 
可 以 通过 液 接 液 体 来 改变 CE 运行 组 
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UV 
检测 器 





cE 毛 骨 管 人 || 


任何 稀释 效应 ， 而 且 喷 头 的 结构 简单 ， 制 





导致 金属 涂 层 接口 的 持久 
， 或 在 
作 也 容 


















































电极 或 用 铅笔 涂抹 之 ， 也 可 以 实现 喷雾 。 这 种 方法 更 





Cu 层 


交大 







，_ 压 [[ 机 
S( 革 仁 ) 


做 野 客 大 


[ 印 520 ct Esi-Ms 无 鞘 流 接口 示意 图 ( 非 液体 导 通 ) 











LE 





较 特 别 的 一 种 

















! 液 的 组 成 ， 使 


。 与 其 








也 无 鞘 液 接口 相 比 ， 液 接 型 接口 











其 满足 





EE 顺 筋 离子 源 的 要 求 。 与 靖 液 接 
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口 相 比 ， 液 接 型 接口 不 存在 铺 液 的 稀释 作用 。 然 而 液 接 型 接口 最 大 的 问题 在 于 液 接 处 有 一 定 
的 死 体积 ， 会 影响 分 离 。 通 过 在 液 接 接 口上 加 压 可 在 一 定 程度 上 解决 这 个 问题 。Fanali 等 外 
































设计 了 一 种 如 图 7-11 所 示 的 加 压 液 接 型 接口 , 采用 这 种 接口 可 保证 从 毛细 管 末端 到 喷雾 尖端 
的 样品 区 带 的 浓度 分 布 不 变 ， 将 样品 在 接口 处 的 稀释 和 扩散 控制 到 最 小 1。 


























噶 雾 液 、 


MS 





划 正 拭 纪 管 
小 泳 条 统 


CE-ESI-MS 无 鞘 液 接口 示意 图 ( 液体 导 通 ) 


毛细 管 局 部 多 和 孔 化 学 刻 蚀 是 一 种 常用 的 无 死 体 积 的 无 靖 液 接口 技术 。 段 继 诚 等 中 采用 此 
方法 设计 了 如 图 7-12 所 示 的 纳 流 无 糙 液 接口 。 使 用 氧 氟 酸 对 石英 毛细 管 外 壁 进行 刻 蚀 ， 在 刻 
乌 部 分 内 外 两 侧 充满 电解 质 浴 液 ， 并 施加 一 定 的 电压 以 形成 稳定 的 电流 回路 。 采 用 这 种 新 型 
接口 ， 样 品 的 流量 最 低 可 达到 20nl/min; 在 50 一 500nlmin 流量 范围 内 该 接口 具有 较 高 的 MS 
响应 信号 ， 同 时 该 接口 设计 与 金属 涂 层 接口 相 比 具有 稳定 性 好 及 使 用 寿命 长 等 特点 00。 


















































































































































































































































TY 安 独 电 慨 培 融 1 ? 英 下 细节 
—2.~—5kV SIml Mes Sem 2 | 
| MY 
7 名 2 um 
2 是 和 过 样品 
毛 纠 答 刻 凶 部 分 不 国 钢 藻 和 oR 
于 


CE-ESI-MS 纳 升级 毛细 管 刻 蚀 接口 


随 着 CE-MS 技术 的 进步 ， 它 在 生命 科学 以 及 与 人 类 生存 息息相关 的 食品 、 药 品 领域 日 
益 发 挥 着 重要 的 作用 ， 如 用 于 代谢 组 学 研究 及 生物 标志 物 第 选 、 食 品 中 残留 有 机 污染 物 的 检 
测 、 药 物 及 其 代谢 物 的 分 析 等 。 
第 五 他 进 样 富 集 技术 

毛细 管内 径 小 ， 进 样 量 有 限 ， 检 测 灵敏 度 较 低 。 尤 其 是 采用 紫外 检测 时 光 程 较 短 ， 灵 化 
度 较 差 。 为 提高 CE 的 检测 灵敏 度 ， 研 究 者 们 开展 了 一 系列 的 探索 工作 ， 包 括 设计 新 型 高 灵 
敏 检测 器 ， 对 现 有 的 紫外 检测 器 加 以 改进 等 。 富 集 技术 是 广泛 采用 的 、 提 高 CE 检测 灵敏 度 
的 有 效 方法 ， 它 操作 简单 ， 无 需 额外 的 仪器 装置 或 设计 ， 根 据 不 同样 品 基 质 和 分 析 目 标 物 的 
性 质 ， 可 采用 适当 的 富 集 技术 ， 有 效 降低 检测 限 ， 去 除 杂质 干扰 。 


























































































































































































































如 | 溃 


| 90 | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 








一 、 场 放大 富 集 

场 放 大 富 集 (field-amplified sample stacking，FASS) 是 一 种 常用 的 CE 在 线 富 集 技术 ， 它 基 
于 样品 基质 和 电解 质 缓冲 液 电导 率 的 差异 进行 富 集 。 首 先 在 进 样 端 形 成 一 定 低 电 导 的 区 带 , 该 区 
带 具 有 高 电场 ， 样 品 离子 在 此 高 电场 中 快速 移动 [图 7-13(a) ]; 当 运 动 到 缓冲 液 界面 时 ， 电 场 强 
度 急 剧 减 小 ， 样 品 离子 的 运动 速度 降低 ， 因 此 在 缓冲 液 界 面 堆 积 ， 浓 度 陡 增 ， 从 而 达到 富 集 的 目 
的 [图 7-13(b)]; 当 电 导 梯 度 消失 之 后 ， 被 富 集 的 样品 开始 电泳 分 离 [图 7-13(c) ]。 


























































































































































































































LDOT 一 一 一 一 
六 低下 导 区 高 电导 区 
进 样 带 出 1 器 


ia) 











场 放大 富 集 


BGE 一 背景 电解 质 ，EOF 一 电 渗 流 








FASS 的 关键 是 构建 低 电 导 区 带 ， 通 常 的 方法 是 在 毛细 管 中 压 入 一 小 段 低 电 导 溶 液 ， 如 
1 酬 、 纯 水 〈 称 之 为 water plug,“ 水 塞 ”) 等 。 样 品 在 此 区 带 与 缓冲 液 的 界面 浓缩 而 得 以 富 
。 为 进一步 提高 检测 灵敏 度 , FASS 还 可 与 大 体积 进 样 方法 联 用 , 灵敏 度 可 提高 到 10 以 上 。 
FASS 可 用 于 正 、 负 离子 同时 富 集 ， 主 要 通过 反 转 电极 来 实现 。 正 向 电压 进 样 时 ， 正 离子 得 
到 富 集 ， 然 后 立刻 反 转 电压 ， 使 负离子 得 以 富 集 。 这 种 方法 也 被 称 为 柱头 场 放 大 样品 堆积 。 

进行 场 放大 富 集 的 前 提 是 样品 次 液 的 电导 和 电解 质 绥 冲 液 电导 存在 较 大 差异 。 纯 水 或 纯 
溶剂 用 以 溶解 分 析 物 可 能 是 最 理想 的 。 但 是 ， 由 于 样品 区 带 和 电解 质 区 带电 导 不 同 会 导致 不 
同 区 域 的 电 渗 流 大 小 有 差异 ， 在 毛细 管内 出 现 层 流 导致 富 集 效 果 降 低 ， 即 所 谓 的 “去 堆积 ”。 
寻 此 ， 在 使 用 此 法 时 ， 常常 采用 稀释 的 电解 质 缓冲 液 溶 解 样品 ， 如 10 倍 稀释 的 缓冲 液 。 场 放 
大 富 集 对 高 盐 基 质 的 样品 溶液 ， 如 血样 、 尿 样 等 生物 样品 ， 效 果 不 佳 。 其 主要 原因 是 难以 形 
成 低 电 导 区 ， 采 用 上 述 在 进 样 前 加 一 段 “ 水 塞 ” 的 方法 可 在 一 定 程 度 上 提高 富 集 效 果 ， 或 者 
在 进 样 之 前 对 样品 进行 “脱盐 ”处 理 。 

二 、 等 速 电 泳 聚焦 

等 速 电泳 〈isotachophoresis) 的 分 辩 率 一 般 较 差 .目前 多 用 来 进行 富 集 。 其 基本 原理 是 将 两 
种 消 度 差别 很 大 的 缓冲 液 分 别 作为 前 导 离 子 和 尾随 离子 ， 试 样 离子 的 消 度 全 部 位 于 两 者 之 间 , 并 
以 同一 速度 移动 。 
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等 速 电泳 聚焦 过 程 如 图 
[图 7-14(a)]; 然后 施加 分 离 电压 ， 试 样 离子 则 在 前 导 离 子 和 尾随 离子 之 间 聚 焦 [图 






































7-14 所 示 。 首 先进 样 ， 使 试 样 离子 位 于 前 导 离 子 和 尾随 离子 之 间 
7-14(b) ]; 








改 | 小 














聚焦 后 的 试 样 离子 形成 独立 的 区 带 ， 以 相同 的 速度 运动 [图 7-14(c)]。 该 方法 可 
或 阳离子 的 富 集 ， 并 可 用 于 高 盐 样 品 的 富 集 ， 但 阴离子 与 阳离子 不 能 同时 富 集 。 
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1) 
等 速 电 泳 聚 焦 过 程 


三 、pH 调制 堆积 


于 阴 离 本 


























lL 体 运行 过 





























pH 调制 堆积 (pH-mediated stacking) 起 初 用 于 阳离子 富 集 ， 为 酸 富 集 方法 。 
图 7-1$。 首 先进 阳离子 样品 ， 然 后 引入 一 段 强酸 溶液 [图 
办 可 以 与 样品 溶液 中 和 而 产生 一 段 低 电导 区 ， 从 而 形成 高 电场 [图 7-15(b)]; 村 

































































7-15(a)]; 然后 加 运行 电压 ， 


Ll 品 离子 在 











E 积 之 后 的 

























































































进行 电泳 分 离 。 该 方法 适用 于 高 盐 基 质 的 样品 溶液 ， 对 1 
的 富 集 作 用 。 现 今 也 发 展 出 碱 富 集 方法 ， 对 阴离子 样品 同样 可 以 达到 很 好 的 富 

















见 

强酸 

高 电场 条 件 下 快速 移动 到 样品 溶液 与 缓冲 液 的 界面 处 ， 实 现 富 集 [图 7-15(c) ]; 
口 
| 
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进 样 端 (a) 











EOF 


(b) 








EOF 


pH 调制 堆积 





样 、 尿 样 等 生物 样品 有 很 好 
效果 。 
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FE 册 6 液 相 色谱 分 析 








四 、 动 态 pH 连接 


动态 pH 连接 (dynamic pH junction) 主要 
主要 根据 分 析 物 的 pK 或 者 
同 的 低 pH 值 溶液 中 ， 并 
缓冲 液 则 为 较 高 pH 值 缓冲 液 ， 即 


冲 液 
率 相 
































正极 运动 
答 或 者 呈 电 





\ 体 运行 过 程 如 
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[图 7-16(a)]。 同 时 在 EOF 作用 下 ， 分 析 物 由 正 
但 是 在 碱 性 条 件 下 它们 
方向 运动 的 OH 相遇 时 ， 这 些 分 析 物 将 ! 
运动 的 速度 减 慢 。 而 后 端的 分 析 物 仍然 在 EOF 作用 
使 得 分 析 物 在 pH 连接 处 堆积 [ 




















的 电导 率 要 求 不 高 ， 适 


来 实现 [31。 
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EOF 


性 全 已 


日 用 
分 析 物 在 此 样品 溶液 中 
含 OH 。 

图 7-16 所 示 。 用 流体 动力 学 进 样 并 加 
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于 弱酸 组 分 以 及 两 性 组 分 的 富 集 。 
团 的 性 质 来 选择 。 分 析 物 一 般 溶解 在 一 种 和 电解 质 电导 
民 小 或 近乎 为 零 。 
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8 压 后 , 缓冲 液 ! 
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和 一 部 分 自身 的 正 日 





汲 向 负极 运动 。 虽 然 分 析 物 
。 当 样品 前 端的 分 析 物 与 反 
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电荷 或 带 上 负 
下 以 高 于 前 端 分 析 物 的 速度 
图 7-16(b)] 富 集 。 相 对 于 场 放 大 富 集 ， 这 种 方法 对 样品 基质 


昌 答 ， 


























高 盐 基质 样品 。 如 要 用 于 碱 性 样品 ， 则 需要 采 
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图 7-16 


五 、 扫 集 技术 








扫 集 技术 (sweeping) 上 
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(b) 
动态 pH 连接 


日 Terabe 等 提出 ， 主 要 在 胶 束 电动 色谱 ! 
所 示 。 组 冲 液 为 含有 表面 活性 剂 (如 SDS) 的 胶 束 溶液 ， 相 




















动 ， 正 电荷 离子 或 中 愧 


FE 化 合 物 向 进 样 端 
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6 品 溶液 不 全 
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] 反 转 EOF 的 方法 


导致 向 负极 
向 负极 运动 ， 





使 用 ， 其 原理 如 图 7-17 
表面 活性 剂 。 进 样 后 ， 











或 者 静止 不 动 ， 负 
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荷 离子 则 反方 向 运动 。 因 此 ， 负 电 性 SDS 胶 团 将 进入 毛细 管 ， 穿 过 样品 区 带 ， 此 时 样品 中 的 
不 同 组 分 在 胶 束 中 进行 分 配 、 富 集 ， 一 起 向 正极 移动 ， 然 后 按 胶 束 电 动 色 谱 分 
离 机 理 进行 分 离 。 富 集 效果 主要 取决 于 样品 组 分 与 胶 束 之 间 的 相互 作用 ， 作 用 越 强 ， 富 集 效 
果 越 好 。 
该 法 的 优点 是 既 能 富 集 带 电荷 的 组 分 ， 又 能 富 集中 性 组 分 ， 针 对 不 同 的 富 集 需 求 ， 可 以 
选择 阴离子 表面 活性 剂 、 阳 离子 表面 活性 剂 、: 性 表面 活性 剂 或 环 类 精 类 汪 加 剂 等 。 
六 、 固 相 萃取 
固 相 葵 取 (solid-phase extraction，SPE) 是 在 液 固 荃 取 和 柱 色 谱 技 术 基 础 上 发 展 起 来 的 
一 种 样品 预 处 理 技术 ， 主 要 用 于 样品 的 分 离 、 纯 化 和 浓缩 。 当 样品 通过 填充 有 吸附 剂 的 禁 取 
柱 时 ， 分 析 物 和 部 分 杂质 被 保留 在 柱 上 ， 选 择 合适 的 溶剂 去 除 杂 质 ， 洗 脱 分 析 物 ， 从 而 达到 
分 离 、 纯 化 、 富 集 的 目的 。SPE 具有 有 机 溶剂 用 量 少 、 选 择 性 好 、 预 处 理 过 程 简 单 、 省 时 、 
省 力 等 优点 ， 是 一 种 比较 理想 的 纯化 、 富 集 方 法 ， 已 广泛 应 用 于 医药 、 食 品 、 环 境 、 商 检 、 
化 工 等 领域 。 
SPE 常 采 取 离 线 禁 取 模 式 与 CE 联 用 实现 对 样品 的 分 析 ， 引 入 阀 切换 技术 亦 可 实现 固 相 
鞭 取 与 CE 在 线 联 用 。 然 而 SPE 在 线 莹 取 操 作 较 繁 珊 ， 需 要 特殊 设计 的 接口 ， 实 用 性 较 差 。 
前 ， 一些 新 型 的 样品 预 处 理 技 术 ， 如 管内 固 相 微 茶 取 ， 可 直接 和 CE 在 线 联 用 ， 对 样品 : 
痕 量 目标 物 进 行 检测 分 析 。 
总 而 言 之 ，CE 是 一 个 正在 篷 勃 发 展 、 具 有 极 大 应 用 前 景 的 技术 ， 随 着 相关 理论 体系 的 
完善 、 相 关 应 用 体系 的 建立 ， 有 望 在 生命 科学 、 生 物 医药 、 环 境 检测 等 方面 发 挥 越 来 越 重 要 
的 作用 。 
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第 一 节 毛细管 电 色谱 基本 原理 















































































































































毛细 管 电 色 谱 (capillary electrochromatography，CEC) 是 一 种 综合 了 高 效 液 相 色谱 
(HPLC) 和 毛细 管 电泳 CCE) 的 双重 优势 而 发 展 起 来 的 高 效 微分 离 技 术 ， 它 兼 具 毛 细 管 区 带 
电泳 〈CZE) 和 微 径 高 效 液 相 色谱 ChHPLC) 的 分 离 机 理 ， 既 可 以 分 离 中 性 物质 也 能 够 分 离 
带电 物质 ， 同 时 具备 高 柱 效 、 高 选择 性 、 高 分 辨 率 和 快速 分 离 的 特点 。 近 年 来 ， 随 着 各 类 组 
学 的 快速 发 展 和 环境 医药 等 行业 对 复杂 样品 及 痕 量 样品 检验 要 求 的 不 断 提高 ， 毛 细 管 电 色谱 
技术 作为 分 离 分 析 领 域 的 一 种 新 的 发 展 向 标 在 其 理论 基础 、 仪 器 设备 及 应 用 方面 都 取得 了 很 


























大 的 进步 和 发 展 。 
毛细 管 电 色 谱 的 基本 原理 是 在 熔融 石英 毛细 管 中 填充 或 者 在 其 管 壁 涂 歼 、 刍 合 色 谱 固 定 
相 ， 用 高 压 直 流 电 源 (施加 一 定 的 电场 ) 代 奉 高 压 泵 ， 即 依靠 电 渗 流 (EOF) 来 推动 流动 相 ， 
使 中 性 和 带电 样品 分 子 根据 它们 在 色谱 固定 相 和 流动 相间 的 分 配 系数 的 不 同 及 自身 电泳 消 度 
的 差异 而 达到 分 离 。 相 对 于 第 规 的 液 相 色谱 而 言 ， 该 技术 采用 电 渗流 作为 流动 相 推动 力 ， 流 
型 呈 柱 塞 状 ,不仅 克服 了 高 效 液 相 色谱 中 “抛物 线 型 ” 压力 流 本 身 流 速 不 均匀 引起 的 峰 展 宽 ， 
而 且 不 受 柱 内 反 压 的 限制 ， 可 以 使 用 更 小 粒 径 的 色谱 填料 ， 因 而 使 毛细 管 电 色谱 的 理论 塔 板 
数 大 大 高 于 高 效 液 相 色 谱 ， 能 达到 接近 于 毛细 管 电泳 的 高 理论 塔 板 数 。 同 时 ， 由 于 引入 了 高 
效 液 相 色 谱 固 定 相 ， 毛 细 管 电 色谱 又 兼 具 了 高 效 液 相 色谱 的 高 选择 性 ， 使 其 能 同时 用 于 中 性 
和 带电 物质 的 分 离 。 另 外 ， 作 为 一 种 微 柱 分 离 分 析 技 术 ， 毛 细 管 电 色谱 很 容易 实现 与 其 他 分 
析 技 术 的 联 用 ， 如 与 质谱 〈CEC-MS )、 激 光 诱 导 谈 光 〈CEC-LIF)、 电化 学 (CEC-ECD) 及 
核磁 共振 (CEC-NMR) 等 检测 器 的 联 用 。 

一 、 毛 细 管 电 色谱 的 发 展 

毛细 管 电 色 谱 的 发 展 可 追溯 到 20 世纪 50 年 代 ，Mould 等 将 电场 施加 到 薄 层 液 相 色 谱 
中 ， 成 功 分 离 了 胶 棉 中 的 寡 糖 成 分 。Pretorious 等 中 首次 将 电场 引入 到 高 效 液 相 色谱 中 ， 显 示 
了 以 电 渗 流 作 为 流动 相 推 动力 进行 分 离 的 巨大 优势 ， 但 由 于 当时 使 用 的 毛细 管 柱 直 径 较 大 ， 
未 能 充分 发 挥 毛细 管 电 色 谱 的 优越 性 。 

1981 年 ，Jorgenson 等 9 发表 了 毛细 管 电 色谱 发 展 史 上 具有 里 程 碑 意 义 的 工作 ， 他 们 将 
10um 粒 径 的 Partisil ODS-2 颗粒 填充 入 内 径 170pm 的 毛细 管 中 , 成 功 地 分 离 了 多 环 芳 烃 类 化 
合 物 , 获得 了 每 米 31000 理论 塔 板 数 的 柱 效 。Tsuda 等 后 首次 应 用 开 管 毛细 管 电 色 谱 对 多 环 芳 
烃 进 行 了 分 离 。 随 后 ，Martin 等 659 研究 了 开 管 柱 电 色谱 的 纵向 扩散 与 峰 展 宽 机 制 ， 从 理论 上 
证 实 了 以 电 渗 流 作 为 流动 相 推动 力 的 优越 性 。 

Knox 和 Grantt "研究 了 大 量 有 关 毛 细 管 填充 柱 电 色 谱 的 理论 问题 , 详细 探索 了 毛细 管 填 
充 柱 电 色 谱 中 谱 峰 展 宽 的 影响 因素 ， 从 理论 和 试验 上 验证 了 毛细 管 电 色谱 在 分 离 方 面 的 巨大 
优势 。Tsuda 等 外 发 展 了 毛细 管 电 色谱 连续 进 样 技术 , 利用 压力 流 和 电 渗 流 双重 作用 对 待 测 样 
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品 进行 了 富 集 和 分 离 。Smith 和 Evanst "分别 采 用 粒 径 1.5pm 和 3pm 的 ODS 及 3hm 的 SCX 
固定 相通 过 毛细 管 电 色谱 进行 药物 分 离 ， 获 得 了 0.9~2 及 0.04 的 折合 塔 板 高 度 。Bayer 等 5 
利用 高 压 液 相 色谱 泵 首次 实现 了 毛细 管 电 色谱 的 梯度 洗 脱 ， 并 利用 该 技术 成 功 地 分 离 了 寡 聚 
核 苷 酸 。Jacobson 等 I Lord 等 5 发 展 了 毛细 管 电 色 谱 - 质 
谱 联 用 技术 ， 并 将 其 应 用 于 染料 分 析 。Bayer 等 (5 首次 实现 了 毛细 管 电 色谱 与 核磁 共振 的 联 
。 阁 超 等 (1 发 明了 毛细 管 电 色谱 柱 的 电动 填充 技术 ,而且 研制 并 推出 了 世界 上 第 一 台 专 用 
梯度 加 压 电 色谱 仪 。 总 之 , 虽然 毛细 管 电 色 谱 技 术 的 发 展 历史 不 是 很 长 , 但 是 它 在 理论 完善 、 
技术 设备 改进 及 应 用 领域 等 方面 都 取得 了 长 足 的 发 展 。 

CEC 以 内 含 色谱 固定 相 的 毛细 管 为 分 离 柱 ， 兼 具 CE 与 HPLC 的 双重 分 离 机 理 ， 既 可 分 
离 带 电 物 质 也 可 分 离 中 性 物质 。CEC 的 主要 优点 包括 : 依靠 电 渗流 驱动 流动 相 ， 具 有 CE 塞 
式 流 的 优点 ， 减 少 了 峰 展 宽 ， 从 而 具有 与 CE 相似 的 高 柱 效 、 高 分 辩 率 ， 同 时 因 不 受 柱 内 反 
压 的 限制 ， 可 使 用 比 液 相 色谱 更 小 颗粒 的 填料 ， 使 柱 效 、 分 辩 率 、 峰 容量 和 分 离 速度 都 得 到 
极 大 的 提高 ， 高 选择 性 一 一 结合 了 液 相 色 谱 固 定 相 和 流动 相 选 择 性 多 的 优点 ， 形 成 了 独特 的 
高 效 、 微 量 、 人 快捷 的 特点 ， 克 服 了 CE 不 能 分 离 电 中 性 物质 的 缺点 。 

二 、 毛 细 管 电 色谱 的 电动 分 离 机 理 

在 毛细 管 电 色谱 中 ， 中 性 溶质 靠 电 渗 流 的 驱动 作用 在 毛细 管 柱 内 完成 输 运 过 程 ， 对 于 带 
电 溶 质 ， 电 渗流 不 仅 影 响 其 分 离 选 择 性 ， 也 影响 整个 分 析 过 程 的 快慢 。 因 此 研究 电 渗 流 的 产 
生机 理 和 变化 规律 对 毛细 管 电 色谱 分 析 方 法 的 建立 以 及 溶质 的 输 运动 力学 研究 都 具有 非常 重 
要 的 意义 "51。 

同 毛 细 管 电泳 类 似 ， 电 渗流 是 毛细 管 电 色 谱 分 离 技术 的 基本 现象 ， 其 来 源 于 外 加 电场 
对 管 壁 溶液 双 电 层 的 作用 ， 见 图 7-1。 在 毛细 管 电 色谱 中 ， 流 动 相 的 流动 速度 以 电 渗流 来 衡 
理解 电 渗流 的 规律 对 有 效 地 控制 电 渗流 ， 实 现 毛 细 管 电 色 谱 分 离 的 最 优化 有 非常 重要 















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































\ 义 。 

在 毛细 管 电 色 谱 中 ， 尽 细 管 中 填充 了 各 种 填料 ， 但 产生 电 渗 流 的 情况 也 类 似 于 毛细 
管 电泳 。 不 同 的 是 ， 在 填充 毛细 管 中 无 论 是 毛细 管内 壁 偿 是 填料 本 身 都 能 产生 电 渗 流 。 一 般 
来 说 ， 电 渗流 在 填充 毛细 管 中 任 意 流 体 通 道中 的 速度 可 以 用 Rice 和 Whitehead021 提 出 的 公式 
(8-1) 表示 : 
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u(r)= (8-1) 





5 人 - 
7 T(ra) 
式 中 ,EE 是 电场 强度 ; go 和 分 别 代 表 真 空 介 电 常数 和 溶剂 的 介 电 常 数 ，&、w 和 x 分 别 
是 Zeta 电势 、 流 动 相 的 寿 度 和 双 电 层 厚度 的 倒数 ， ho 为 零 阶 Bessel 函数 ; r 和 a 分别 为 任 一 
通道 距离 中 心 通道 的 距离 和 单个 通道 的 半径 。 
渗流 在 任 一 流体 通道 中 单位 横 截 面积 上 的 平均 速度 为 
1 2 


Kal (Ka) 

















































































































u(r) = (8-2) 





式 中 ， 厂 为 一 阶 Bessel 函数 。 
对 于 较 大 的 me (>20) 值 ， 式 〈8-1) 和 式 〈8-2) 可 简化 为 
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Vy 


式 中 ,，U 和 工分 别 是 分 离 电 









































6 液 相 色谱 分 析 











_E0E06 尼 LUEG 训 
2 7 L7 
OO 
三 (8-4) 
EC0 
了 - 工 - E.E0RT (8-5) 





2cF? 
压 和 毛细 管 总 长 度 ; 5 和 ao 分别 为 双 
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es 层 厚度 和 毛细 管内 辟 









































































































































面 电荷 超 量 ，c 和 不 分别 是 电解 质 浓 度 和 法 拉 第 常数 。 
从 式 (8-3)、 式 (8-4) 和 式 (8-5) 可 知 ， 电 渗流 与 流动 相 的 介 电 负数 、 和 共度 以 及 电解 
质 的 浓度 等 因素 有 关 ， 而 与 柱 的 直径 和 填充 微粒 的 大 小 无 关 ， 因 而 其 线性 流速 不 受 柱 填 充 不 
均匀 等 因素 的 影响 。 但 上 述 公式 对 电 渗 流 的 预测 大 于 实际 值 ""， 这 是 因为 填料 的 引入 改变 了 
流动 相 的 路 径 同 时 也 减 小 了 有 效 电场 ， 从 而 使 流速 减 小 。 在 填充 毛细 管 中 ， 流 体 的 通道 是 很 
复杂 的 ，Wan 等 上 给 出 了 流体 通道 直径 〈D) 与 填料 粒 径 (qd,〉 的 表达 式 
n 
Od (8-6) 


方法 


低 pH 值 范 围 














[ 硅 











充 空 隙 率 和 填料 直径 。 
料 大 小 和 填充 的 孔 隐 率 有 关 。 而 填充 的 孔 阶 率 与 填充 的 























式 中 ，n 和 4d, 分 别 为 
由 式 《8-6) 可 知 ， 流 体 通 道 与 3 
和 填料 性 质 等 有 关 ， 一 般 来 说 值 为 0.26 一 0.48。 

在 毛细 管 电 色 谱 中 响 电 渗流 大 小 的 因素 很 多 。 通 和 常 认为 在 反 相 毛 细 管 电 色 ， 在 
电 渗 消 度 随 流动 相 pH 值 的 增加 而 增 大 ; 在 高 pH 值 范围 内 ， 由 于 
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习 ?9 
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浓度 


回 定 相 表 
双 基 完全 解 离 而 使 电 渗 消 度 基 本 保持 不 变 。 此 外 ， 流 动 相 中 有 机 改 性 剂 浓 度 对 电 渗 消 度 
响 还 与 有 机 改 性 剂 的 种 类 有 关 。 在 常用 的 乙 且 - 水 体系 中 ， 电 渗 消 度 通常 随 着 有 机 改 性 剂 
的 增 大 而 增加 。 流 动 相 中 日 


包 解 质 浓 度 对 电 渗 消 度 的 影响 比较 复杂 。Wanc 认 为 在 开 管 柱 







































































没有 












































氏 渗 消 度 随 电解 质 浓 度 的 增加 而 减少 ; 在 填充 柱 中 ， 电 解 质 浓度 的 变化 对 电 渗 消 度 几 乎 
影响 。Cikalo 等 "发现, 在 填充 柱 中 电 渗 消 度 随 电解 质 浓度 的 增加 而 减 小 。 而 Pyell 等 
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有 
值 
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表明 电 渗 消 度 随 电 解 质 浓度 增加 而 先 增 大 后 减 小 ， 并 在 0.4 一 4mmolL 范围 内 存在 最 高 
FEF 述 结果 的 不 一 致 性 与 他 们 所 用 的 柱 模式 以 及 流动 相 中 电解 质 的 浓度 范围 有 关 。 此 外 ， 
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管 电 色谱 填充 柱 中 填充 床 层 和 开 管 部 分 性 能 差异 引起 的 轴 向 非 均匀 性 也 会 对 电 渗 消 度 产 


向 [24,25] 




















lL 
总 之 ， 在 毛细 
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色谱 中 ， 电 渗流 的 大 小 是 多 种 因素 综合 作用 的 结果 。 为 充分 发 挥 毛细 

































































































































































































































































管 电 色谱 的 优势 ， 控 制 和 选择 适当 的 分 离 条件 以 获得 最 大 的 电 渗流 速度 是 十 分 必要 的 。 
三 、 毛 细 管 电 色谱 的 色谱 保留 机 理 
毛细 管 电 色谱 中 的 电动 分 离 机 理 与 在 毛细 管 电泳 中 类 似 。 不 同 的 是 毛细 管 电 色谱 中 填充 
或 涂 数 有 色谱 填料 ， 填 料 颗粒 表面 也 会 产生 双 电 层 ， 如 图 8-1 所 示 。 由 于 填料 表面 积 远大 于 
毛细 管 壁面 积 , 所 以 填料 表面 硅 羟 基 产生 的 电 渗 流 在 CEC 中 占 主导 作用 。 由 于 同时 存在 固定 
相 、 流动 相 和 电场 , 因此 样品 中 各 组 分 在 其 中 的 保留 既 取 决 于 它们 在 两 相间 相互 作用 的 不 同 ， 
又 和 它们 在 电场 中 迁移 速率 的 差异 有 关 。 
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毛细 管 电 色谱 填充 柱 电 渗流 示意 图 


Horvath 等 29 认 为 ， 化 合 物 在 毛细 管 电 色谱 中 的 容量 因子 〈K") 可 表示 为 : 
k"=k+k( ep/ Heo)+ Hep/ Meo (8-7) 
其 中 , 是 化 合 物 在 纯色 谱 中 的 容量 因子 ，jep 和 AHAe。 分 别 为 浴 质 的 电泳 消 度 和 电 渗 消 度 。 
式 〈8-7) 同时 反映 了 毛细 管 电 色谱 中 两 种 作用 机 理 。 当 浴 质 为 中 性 化 合 物 时 ，Aep 为 零 ， 
它 在 电 色谱 中 的 容量 因子 与 其 在 液 相 色谱 中 的 相同 ， 反 映 纯色 谱 过 程 ; 当 溶 质 带 电荷 ， 但 在 
固定 相 中 没有 保留 时 , k 为 零 ， 居 反映 了 它 在 电场 中 的 迁移 ， 当 溶质 既 带 电荷 又 有 保留 时 ， 
式 〈8-7) 既 包含 了 色谱 过 程 和 电泳 过 程 ， 同 时 还 有 它们 的 共同 作用 项 存在 。 
溶质 在 毛细 管 电 色谱 中 的 迁移 速率 必 可 通过 下 式 计算 : 

























































































































































































PP (8-8) 
l+k 
对 此 ， 更 实用 的 "表达 式 可 以 写成 : 
2 
jr two) _] (8-9) 


UU 

其 中 ，u。。 和 wu, 值 可 由 实验 直接 测 出 ， 而 we 值 比较 难 获得 ， 它 的 真实 值 在 电 色谱 填充 柱 
中 可 能 受 填 充 床 层 阻碍 作用 的 影响 ， 但 可 以 用 相同 电解 质 条 件 下 开 管 柱 的 值 代 检 "1。 

四 、 毛 细 管 电 色 谱 的 谱 带 展 宽 和 柱 效 评估 

1. 溶质 迁移 引起 的 谱 带 展 宽 

色谱 峰 的 柱 效 评估 就 是 评价 区 带 在 色谱 过 程 中 区 带宽 度 的 增加 ， 理 论 塔 板 高 度 方程 可 用 
来 描述 这 些 因 素 对 色谱 区 带 扩张 的 影响 。 根 据 Van Deemter 方程 ， 填 充 柱 毛细 管 电 色 谱 的 塔 
板 高 度 可 以 按 式 (8-10) 计算 : 








































































































27D， Kid 

u 30D,(1+ 大) 
式 中 ，A、B 和 CC 分 别 为 涡流 扩散 、 轴 向 扩散 和 传 质 阻力 项 系数 ; u 为 流动 相 线 速度 ; 4 

为 弯曲 因子 ; d 为 填料 粒 径 ; ;为 轴 闸 扩散 的 阻碍 因子 ; Da 为 溶质 在 流动 相 中 的 扩散 系数 ; 

k" 为 溶质 在 电 色 谱 中 的 容量 因子 ; Ds 为 溶质 在 固定 相 中 的 扩散 系数 。 

图 8-2 描述 了 在 电 渗 流 和 压力 驱动 下 填充 柱 中 产生 的 两 种 流 型 。 可 以 看 出 ， 在 以 电 渗 流 

为 推动 力 的 体系 中 ， 在 不 发 生 双 电 层 车 加 的 情况 下 ， 电 渗流 速度 不 受 通 道 大 小 的 影响 ， 整 个 


H=A+B/u+Cu=24Ad, + (8-10) 
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流 型 呈 塞 子 型 ， 而 在 压力 驱动 条 件 下 ， 流 动 相 速度 在 各 通道 处 按 抛 物 线 型 分 布 ， 通 道 直径 大 
的 地 方 流 速 快 。 因 此 ， 毛 细 管 电 色谱 的 A 项 要 比 高 效 液 相 色谱 的 小 。 此 外 ， 在 毛细 管 电 色谱 
中 还 可 以 通过 减 小 填料 粒 径 的 方法 进一步 减 小 涡流 扩散 对 塔 板 高 度 的 页 献 ， 而 在 高 效 液 相 色 
谱 中 填料 粒 径 的 减 小 却 要 受 柱 系统 压力 的 限制 。 


| 
人 


[ 印 沁 ”填充 柱 中 电 渗 流 ( a ) 和 压力 ( b ) 驱动 的 流 型 比较 



























































式 (8-10) 中 的 C 项 产生 于 溶质 在 固定 相 和 流动 相间 的 非 瞬 间 平 衡 。 影 响 溶质 在 固定 相 
扩散 速率 的 主要 参数 D,, 可 以 用 式 (8-11) 描述 231; 
忆 
rap ty Dp lk OD -0 二 
k"(1 -9) 
式 〈8-11) 中 ，ysm 和 yy 分 别 为 在 滞留 流动 相 和 固定 相 中 扩散 阻力 因子 ; # 为 流动 相 和 固 
定 相 颗粒 所 占 空间 的 比例 。 
当 溶 质 在 固定 相 中 扩散 速率 很 小 时 ，DyDn 可 以 忽略 不 计 ， 如 果 假 设 虹 0.5，C 项 可 以 近 


似 写 为 
过 
- 直 旋 )] 殖 (8-12) 
30\1+k") DD, 
式 (8-12) 中 ，Dswm=XmDn 为 溶质 在 滞留 流动 相 和 固定 相间 的 扩散 系数 。 最 大 C 项 值 可 
以 在 k" 很 大 的 情况 下 获得 。 如 果 假 设 流速 为 mm/s，Dsm 为 6X10 om2s， 则 可 以 得 到 Sum 
和 0.5pm 粒 径 的 填充 柱 中 Cu 值 分 别 为 1.3um 和 0.13um。 也 就 是 说 ， 如 果 毛 细 管 电 色谱 采用 
亚 微米 粒 径 填料 ，4 和 C 项 对 塔 板 高 度 的 贡献 与 轴 问 扩散 项 相 比 可 以 忽略 不 计 ， 可 获得 毛细 
管 电 色谱 填充 柱 的 极限 塔 板 高 度 和 极限 死 时 间 : 













































































D,, =D: 












































































































































2D 7 

H=— 2 — . 
a (8-13) 
1277 

个 一 8-14 

EE.6E b , 








从 式 (8-13) 和 式 (8-14) 可 以 看 出 ， 在 填充 柱 毛细 管 电 色谱 中 ， 柱 效 和 分 析 时 间 与 分 离 电 
压 和 填充 柱 长 有 关 。 在 焦耳 热 可 以 忽略 不 计 的 条 件 下 ， 应 尽 可 能 选用 高 电压 和 短 柱 进行 分 离 。 

对 填充 柱 毛细 管 电 色 谱 和 高 效 液 相 色谱 中 Van Deemter 方程 进行 比较 结果 表明 前 者 的 A、 
C 项 系数 要 小 于 后 者 ， 而 B 项 系数 相近 OH。 这 就 是 毛细 管 电 色谱 的 柱 效 要 高 于 液 相 色谱 的 
原因 。 
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在 开 管 毛细 管 电 色谱 和 开 管 液 相 色谱 中 ， 固 定 相 传 质 阻力 通常 可 以 忽略 不 计 。 因 此 ， 塔 
板 高 度 可 用 下 式 来 描述 : 















































万 =2D /u+C,ud? 1D， (8-15) 

式 〈8-15) 中 ，D 为 溶质 在 流动 相 中 的 扩散 系数 ，Ch 为 流动 相 的 传 质 阻力 系数 ;wu 为 流 

动 相 线 速度 ，d. 为 毛细 管内 径 。 

根据 GolayE0 和 Aris™ 方程 ,在 压力 驱动 (PD) 和 电 渗 流 驱 动 (ED) 体系 中 ，C 值 可 以 
分 别 用 以 下 两 式 描述 : 












































pp 1+6k"+11k"? 
Bb 大 22 
™ 16d+k") 
Crego 等 53 还 根据 式 〈8-16) 和 式 (8-17) 描述 了 Ci”、Ca" 以 及 Ci”/CH 与 k" 间 的 相 
互 关 系 : Co 和 Cm 均 随 k" 的 增加 而 增 大 ,但 C*? 始终 大 于 Ci ， 进 一 步 说 明 开 管 电 色 谱 的 
柱 效 要 比 开 管 液 相 色 谱 高 。 
从 式 〈8-15$) 还 可 以 看 出 ， 在 开 管 柱 模式 下 ， 柱 内 径 的 大 小 对 塔 板 高 度 也 有 影响 。 在 开 
管 电 色 谱 和 开 管 液 相 色谱 中 ，k" 一 定时 柱 内 径 和 流动 相 速 度 对 塔 板 高 度 也 有 一 定 的 影响 : 在 
柱 内 径 和 流动 相 速 度 相 同 的 情况 下 ， 电 渗流 驱动 体系 的 塔 板 高 度 要 小 于 压力 驱动 。 尽 管 两 种 
体系 中 塔 板 高 度 均 随 柱 内 径 的 增加 而 增 大 ， 但 电 渗 流 驱 动 下 增 大 的 速度 明显 小 于 压力 驱动 体 
系 ， 尤 其 在 高 流速 范围 内 。 另 外 ， 对 于 压力 驱动 系统 ， 液 体 流 动 由 机 械 控制 ， 所 以 受制 于 填 
料 粒 径 大 小 ， 小 粒 径 的 填料 就 会 使 得 背 压 升 高 而 难以 使 用 ， 柱 长 也 同样 受 限 。 
d, Ap 
让 三 
nL 
式 中 ，Ap 是 压力 降 ， 是 无 量 纲 的 液体 阻力 因子 。 但 是 背 压 在 CEC 中 是 不 存在 的 。 
当 填 料 间 通 道 的 直径 远大 于 双 电 层 厚 度 时 ， ue。 取决 于 通道 的 形状 和 大 小 ， 双 电 层 厚度 和 
通道 直径 对 流 型 的 影响 如 图 8-3 所 示 。 当 ci6 值 减 小 时 ，wo 也 减 小 ， 从 流 型 侧面 图 可 以 看 出 
塞 状 流 已 受 影响 。Knox 和 Grant 指出 1 当 溶 液 的 离子 强度 为 0.001mol/L 和 0.1molL 时 ，ue。 
不 受 明 显影 响 的 最 小 粒 径 分 别 是 0.4um 和 0.04nm。 所 以 在 CEC 中 可 以 使 用 更 长 的 柱子 填充 
更 小 粒 径 的 颗粒 来 提高 柱 效 和 峰 容量 , 而 且 如 果 不 考 虑 填充 均匀 性 的 问题 则 CEC 中 的 流速 是 
处 处 相同 的 。 
图 8-4 描述 了 Van Deemter 方程 塔 板 高 度 五 和 流速 在 CEC 和 HPLC 中 的 关系 , 相 比 压 
力 驱 动 的 体系 ，CEC 中 可 以 使 用 更 高 的 流速 来 减少 分 析 时 间 ， 因 为 线性 流速 的 增加 对 塔 板 高 
度 增 加 的 程度 相对 小 很 多 ， 尤 其 是 在 小 颗粒 的 填料 中 。 而 且 粒 径 小 于 1.5pm 时 柱子 产生 的 反 
压 极 大 ， 普 通 的 液 相 色谱 和 泵 甚至 超 高 压 液 相 色谱 (UPLC) 也 很 难 推动 流动 相 了 ， 只 有 电 渗 
流 驱 动 的 体系 才能 应 用 。 
Knox 等 按照 Horvdth 模型 55 描 述 电 色谱 理论 塔 板 高 度 方程 ， 得 到 
H=Haispt Ho aitet Hiagitet Haittt Hrin (8-19) 
式 中 ，Puis 是 溶质 轴 疝 扩散 穿 过 填料 微粒 内 部 引起 的 理论 塔 板 高 度 ; Haitt 是 溶质 透 过 填 
料 表面 涂 层 时 ， 涂 层 膜 的 阻力 造成 的 理论 塔 板 高 度 ; 已 aitf 是 浴 质 在 填料 之 间 扩 散 引 起 的 理论 
塔 板 高 度 ; Hiaitt 是 溶质 穿 过 不 同 的 流体 通道 时 传 质 阻力 造成 的 理论 塔 板 数 高 度 ; Flin 是 溶质 
与 固定 相传 质 过 程 中 慢 的 动力 学 平衡 造成 的 理论 塔 板 高 度 。 并 且 : 


(8-16) 


(8-17) 































































































































































































(8-18) 
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FE 册 6 液 相 色谱 分 析 



























































+ 友 力 阳 方 , Sum 
dj=20 口 出 归 测 ,Suum 
Wu 81 三 忆 屯 ,3pm 
从 30H a 册 生 动 ,3um 
9 出 蝶 过 ,1.5pm 
S 
如 
时 
pe 
E33 10F9 
全 do 
县 ti,=0.64 
en ; 、 Bo Si 
径 向 位 演 线性 流 迎 /mnys) 
不 同 通道 直径 和 双 电 层 厚 度 比 的 不 同 粒 径 和 不 同 驱动 力 
柱 流速 流 型 侧面 图 下 塔 板 高 度 的 比较 
K(O+K+KO) Ad mS 
e,diff > 2 213 人 2 2 ( 8-20) 
D， (Il+9°)(+x) 
其 中 
&£(l—e€.) 6(]—é&.) E。 V. 
= ; 0= ; 大 = ; 6.= -21 
下 6. ED 342( 一 2 ) V. el 
OOD+K+KD)2 du 
Hi air = 3 ” Ee 3 (8-22) 
| 30D .9(1+9) (+K) 
x 
Hi = :9 
™ +9U+A Bx, F259 
从 (一 2 )pal/ p) 
A ee (8-24) 
你 ET 一 (1 Er )(pal / Pp.) 
对 抛物 线 流 型 
rau 
C 
utuan = (OR -16R+1D[ 才 - (8-25) 
对 塞 式 流 型 
2 
ru 
H. sg.Eor = (1— R) [学 | (8-26) 




















式 中 ，w@w 为 填料 孔隙 紊 的 结构 因子 ; 4 为 影响 流速 的 阻力 结构 因子 ; y 为 阻力 因子 ; x 为 填 





充 因子 ，g 为 填料 
的 孔隙 率 ;为 形状 因子 ， 是 由 颗粒 间 的 孔隙 率 决定 的 ，0 为 弯曲 因子 ， 为 相 比 ， 心 为 溶质 


























与 固定 相 


相互 作 




















颗粒 的 内 体积 





























料 颗粒 之 间 的 体积 比率 ; sa 和 a 为 颗粒 内 和 孔 率 和 填料 颗粒 
























































的 速率 常数 ; er 为 柱 的 孔 隐 率 ; ps 和 jp 分 别 为 硅胶 颗粒 和 填料 颗粒 的 密度 ; 





1 为 固定 相 的 容量 ; Dw 为 溶质 的 扩散 系数 ; V。 和 V.。 分 别 为 填料 内 体积 和 柱 的 总 体积 ; 产 为 单 














个 流体 通 








道 的 半径 。 


Pain 也 可 以 表示 为 


2 党 


disp 


式 中 ， 有 auir 和 Hoaqyaitt 分 
根据 式 (8-19) 一 式 〈8-27)， 可 以 对 电 色 谱 柱 效 进行 评估 。 在 式 〈8-20) 中 ， 结 构 因 子 


4 是 与 流动 相 的 流 


可 见 ， 在 电 色 谱 和 液 相 色谱 
色谱 中 传 质 





差别 ， 在 电 










































































型 有 关 的 参数 。 一 般 来 说 ， 
120。 因 此 ， 轴 向 扩散 对 塔 板 高 度 的 贡献 比 在 液 相 色 谱 ， 





























小 得 多 。 由 











在 塞 式 流 型 中 , 4 的 值 约 为 抛物 线 流 
旧式 〈8-25) 和 式 (8-26) 
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2yD 24d 00 
AT ee | 了 (8-27) 
a,diff eddy,diff u U3 + oD, /d,) 
别 为 溶质 轴 向 扩散 和 流速 差异 造成 的 理论 塔 板 高 度 。 




















型 的 1/10 一 

















PF， 溶质 穿 过 不 


2. 焦耳 热效应 引起 的 谱 带 展 宽 





术 的 半 

















看 温 














表 8-1 


度 的 增加 
导致 电 渗流 消 





》 














其 中 ，2 为 


分 


的 @ 和 AT B71, 


比 压力 驱动 产生 的 大 得 多 。 攻 
热效应 。 此 外 ， 根 据 式 (8-29)， 毛 缉 
Tris 和 MES 等 ， 而 
可 以 有 效 地 减少 系统 产生 的 焦 








所 谓 的 焦耳 热效应 是 指 在 


共性 。 尽 管 在 CEC 中 


























常常 在 毛 乡 








失 ， 使 分 离 终止。 
压力 驱动 和 电 渗流 驱动 体系 中 ， 





AT7DPD = 


AT7ED = 














单位 体积 的 热 








j 给 出 了 在 以 压力 和 电 渗 流 为 推 





从 表 中 数据 可 






































CEC 系统 中 





管 中 形 成 气泡 ， 使 基线 噪声 增 大 ， 
1 于 温度 梯度 的 存在 引 








同时 




















同 的 流体 通道 时 传 质 阻力 对 理论 











昌 力 的 贡献 也 小 于 在 液 相 色 谱 中 的 情况 。 





















































日 于 温度 梯度 而 引起 的 谱 带 展 宽 , 这 些 是 
有 渗流 只 有 CE 的 40 驳 一 60%， 但 热效应 仍 不 容 忽 视 。 这 是 因为 随 


塔 板 高 度 贡献 的 


电 分 离 技 


J 

















严重 时 甚至 使 填 米 


干 润 ， 最 终 




















柱 心 与 柱 内 
Cd 
16K 


2 
1l6K 





量 产 生 率 ; 天 








此 ,在 


1 电解质 浓 度 不 





以 看 出 ， 在 相 























壁 间 的 温度 差 可 以 分 





2 (qd) 园 
~ 16KG7 L 


=E’hAced? /16K 
质 的 热 导 率 ; 4 为 当量 电导 。 


为 流动 相 介 


起 流速 梯度 ， 造 成 谱 带 展 宽 。 
别 用 以 下 两 式 


在 








5 述 器， 











(8-28) 


(8-29) 








动力 的 体系 中 
同 柱 内 





















































管 电 








色谱 





至 的 情况 下 ， 
模式 ， 





























区 最 
3 = 
过 高 ， 

















EE 耳 热 。 








， 不 同 种 类 和 不 同 内 径 柱 系统 中 























驱 动 体系 广 
应 尽 可 能 选用 细 内 径 的 毛细 管 以 减少 4 
色谱 的 流动 相 还 应 选择 电导 率 较 低 的 电解 质 ， 如 


生 的 温 














AT PY 
， 末 用 民 





场 强 不 宜 太 大 。 此 尹 

















压力 和 电 渗流 驱动 体系 中 不 同类 型 与 不 同 内 径 柱 系 统 中 的 O 和 AT 


度 差 要 
焦耳 





好 的 柱 冷 却 系 统 也 























柱 型 柱 内 径 驱动 力 类 型 (W/cm’) AT/IK 

ee 压力 流 0.077 0.25 

款 充 村 电 渗 流 300 992 
压力 流 0.045 3X10 

电 渗 流 300 1.9 
压力 流 0.045 7X1075 

细 管 填充 村 Eo 电 渗 流 300 0.47 
压力 流 0.045 2X1075 

电 渗 流 300 0.12 
压力 流 4 又 107 2X107 

pe Pe a 电 渗 流 375 0.15 
be 压力 流 1X10 2X107 
电 渗 流 375 6X10™ 

















圳 | 小 
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3. 柱 外 效应 引起 的 谱 带 展 宽 

毛细 管 电 色 谱 中 柱 外 效应 引起 的 谱 带 展 宽 主 要 来 自 于 进 样 和 检测 。 由 于 毛细 管 电 色 谱 通 
常 采 用 柱 上 检测 ， 检 测 引 起 的 谱 带 展 宽 往往 可 以 忽略 不 计 。 因 此 ， 进 样 过 程 引 起 的 谱 带 展 宽 
成 为 柱 外 效应 的 主要 因素 。 
Pyell 等 89 对 毛细 管 电 色谱 中 样品 区 带宽 度 进行 了 系统 研究 ,如 果 考 虑 样品 溶液 和 流动 相 
间 差 别 引 起 的 样品 区 带 压缩 效应 ， 毛 细 管 电 色 谱 中 最 大 进 样 电 压 Unax 和 最 长 进 样 时 间 各 sx 可 
按 式 (8-30) 和 式 (8-31) 计算 : 



















































































































































































LL.(l+k 

Os ie (8-30) 
HtiNN 
LL.(l+k 

Ee (8-31) 
HUNN 




















其 中 , 工 和 Lr 分 别 代表 从 进 样 端 到 检测 窗口 的 柱 长 以 及 总 柱 长 ，s 表示 溶质 在 以 样品 溶 
液 为 流动 相 体系 中 的 容量 因子 ; /io 为 电 渗 消 度 ; N 为 塔 板 数 ，U 和 分 别 为 进 样 电压 和 进 样 
时 间 。 

Crego 等 中 认为 ， 在 毛细 管 电 色谱 体系 中 ， 当 样品 区 带 长 度 引 起 的 方差 小 于 0.013 倍 
溶质 在 柱 内 迁移 引起 的 方差 时 ， 进 样 引起 的 柱 外 效应 属于 正常 范围 。 为 获得 高 柱 效 ， 开 管 柱 
电 色 谱 的 进 样 体积 应 在 pl 级 ， 而 填充 柱 电 色 谱 的 进 样 体积 可 以 为 nl 级 。Bruin 等 上 指出， 
细 管 进 样 端 界面 的 不 规则 性 也 会 在 进 样 时 引起 较 大 的 柱 外 效应 。 因 此 ， 在 柱 制 备 时 应 尽 可 能 
使 进 样 端 切面 平整 。 

综 上 所 述 , 毛细 管 电 色 谱 中 谱 带 展 宽 主要 是 由 溶质 柱 内 迁移 、 焦耳 热 和 进 样 过 程 引 起 的 。 
在 实验 中 ， 应 尽 可 能 综合 考虑 各 种 影响 因素 ， 以 获得 最 佳 分 离 效 果 。 


二 节 毛细管 电 色谱 仪 需 
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一 、 概 述 
CEC 仪器 很 简单 ， 相 当 多 的 CEC 分 离 分 析 实 验 在 常规 的 毛细 管 电泳 仪 上 完成 。 因 此 ， 
最 基本 的 毛细 管 电 色 谱 仪 器 与 毛细 管 电泳 仪 相 同 ， 主 要 由 以 下 几 部 分 组 成 〈 见 图 7-4): 也 压 
力 驱 动 或 电 驱 动 的 进 样 装置 ， 包 毛细 管 色谱 柱 ; 加 检测 器 ;四 高 压 电 源 。 
最 初 的 商品 化 的 电泳 仪 由 于 存在 两 项 缺陷 而 不 能 很 便捷 地 当做 毛细 管 电 色谱 实验 仪器 : 
QD 气泡 的 产生 常 使 电流 中 断 ; @ 不 能 用 作 梯 度 洗 胶 。 因 此 ， 科 研 工 作者 在 此 方面 投入 了 大 量 
精力 克服 这 些 困难 ， 其 中 包括 Smith00 和 Evans" I 以 及 Boughtflower52， 后 来 Smith 条 
Carter-Finch 利用 ABI 和 Prince 的 设计 将 最 高 达到 35bar (1bar=105Pa〉 的 气压 加 载 到 进口 
和 出 口 端的 缓冲 液 瓶 上 ， 以 避免 气泡 的 产生 590。 表 8-2 给 出 了 可 用 作 毛 细 管 电 色谱 的 商用 
泳 仪 。 
为 了 实现 梯度 洗 脱 ， 已 有 多 种 方案 被 提出 ， 加 压 毛细 管 电 色谱 (pressurized capillary 
electrochromatography，pCEC ) 为 其 中 最 具 代 表 性 的 一 种 。Yan[ 等 设计 了 一 种 不 利用 液 相 泵 
而 实现 梯度 洗 脱 的 CEC 仪器 《〈 见 图 8-5)。 通 过 两 根 开 管 毛细 管 与 色谱 柱 相 连 形 成 一 个 “T” 
字 结 构 ， 并 将 这 两 根 开 管 毛细 管 分 别 浸润 在 不 同 的 缓冲 液 ( 流 动 相 ) 中 ， 与 高 压 电 源 相 接 。 
通过 调节 电压 使 两 根 开 管 毛细 管 以 不 同 的 速度 驱动 不 同 的 流动 相 , 从 而 产生 溶剂 的 梯度 洗 脱 。 
实验 中 ， 通 过 电脑 程序 调节 高 压 电源 1 和 2 的 电压 ， 从 而 调节 流动 相 1 和 2 的 流速 ， 样 品 在 
毛细 管 中 被 梯度 洗 脱 。 
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可 用 作 电 色谱 实验 的 商用 电泳 仪 






















































































规格 Agilent Technologies CE Beckman Coulter P/ACE MDQ Ernee Rd 
PrinCE-C 660 
操作 方式 电压 电流 恒定 电压 电流 恒定 电压 电流 恒定 
进 样 方式 电动 (0 一 +30KV) 电动 (0 一 +10KV ) 电动 [(0~+30)kV] 
压力 压力 压力 
电压 范围 +30kV +30kV +30kV 
电流 范围 +300HA +300HA +200HA 
25YC 恒 温 装置 | 加 压气 流传 送 〈15 一 60C ) 液体 循环 冷却 〈15 一 607C ) 加 压气 流传 送 〈20 一 60YC ) 
样品 瓶 数量 48 2X96 30 一 48 
人 人 人 | 。。 最 代 避 攻 放 330om 区 度 3112 1 和 
检测 器 UV/VIS-PDA、 荧 光 和 LIF UV/VIS-PDA、LIF 和 LCQpuo-MS 系统 可 以 和 多 种 检测 器 连接 









于 管 下 细 管 1 
流动 相依 液 精 ! 平 册 各 古 


流 芭 相生 浴 克 2 


检测 髓 





利用 电 渗 流 驱 动 实现 溶剂 梯度 洗 脱 的 CEC 装 
二 、 毛 细 管 电 色 谱 的 进 样 及 富 集 技术 
(一 ) 毛细 管 电 色 谱 的 进 样 系统 


与 毛细 管 电泳 相似 ， 一 般 的 毛细 管 电 色 谱 (CEC) 中 常规 进 样 方式 主要 有 流体 力学 和 电 
动 进 样 两 种 ， 而 在 加 压 毛 细 管 电 色 谱 (pCEC》〉 中 则 通常 采用 常规 液 相 色谱 的 阀 分 流 进 样 丰 1。 









































































































































流体 力学 进 样 方式 依靠 毛细 管 两 端的 压力 差 将 样品 导入 毛细 管 。 当 将 毛细 管 的 两 端 置 于 
不 同 的 压力 环境 中 时 ， 管 中 溶液 即 能 流动 ， 将 样品 液 带 入 。 产 生 压 力 差 的 方式 可 以 通过 虹吸 、 
在 进 样 端 加 压 或 在 检测 端 抽 真空 等 方法 来 实现 ， 见 图 7-6。 

进 样 体积 (Vis;) 可 以 通过 Hagen-Poiseuille 方程 求 出 : 





























































































































CoTApr ti 
8nL 
由 式 (8-32)， 分 离 体 系 确 定 后 ，Vis; 由 样品 浓度 (co)、 两 端 压力 差 Ap 和 进 样 时间 ti; 决 
定 。 绥 冲 液 竹 度 7 受 温 度 影响 ， 若 要 精确 控制 进 样 量 ， 则 要 求 保 持 温度 恒定 〈 士 0.1C )。 流 体 


Vs 1 


(8-32) 

























































































改 | 小 
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力学 方式 比较 适 








F 册 6 液 相 色谱 分 析 
































] 于 开 管 毛细 管 电 色 
则 需 在 进 样 端 施加 较 高 的 压力 才能 进行 进 样 操 作 。 
电动 进 样 是 将 进 样 两 端的 缓冲 溶液 池 换 上 样品 管 并 施加 一 定 电场 来 实现 的 ， 见 图 7-7。 

















谱 操 作 ， 对 于 二 


























充 柱 电 色 谱 ， 由 于 分 离 柱 的 阻力 很 大 ， 


























通常 所 施加 场 强 为 分 离 场 强 的 1/5 到 1/3。 

















进 样 量 O〈g 或 mol) 由 式 (8-33) 计算 : 


Q=(Jerit Ha) Err Citin} (8-33) 


由 式 (8-33) 可 知 ， 除 了 毛细 管内 径 (r) 和 样品 浓度 (Ci;) 外 ， 决 定 进 样 量 的 还 有 场 强 、 














进 样 时 间 和 离子 表 观 消 度 (weri+wo)。 对 于 离子 组 分 ， 由 于 表 观 消 度 不 同 ， 会 产生 进 样 歧视 ， 


降低 分 析 的 准确 性 和 可 靠 性 ， 这 是 
较 大 或 分 离 柱 的 柱 压 较 大 时 ， 这 种 进 样 方式 就 非常 有 用 。 
阔 进 样 主要 应 用 


电 色 谱 和 阀 进 样 操作 。 通 常 采 用 lnl 上 






























































蝶 动 进 样 的 最 大 缺点 。 但 此 方法 进 样 简 单 ， 当 缓冲 液 番 度 

































































加 压 毛 细 管 电 色谱 中 ， 由 于 进 样 量 极 小 ， 一 般 采 用 分 流 装 置 进行 加 压 
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的 定量 环 ， 分 流 比 控制 在 约 100 : 1， 也 就 是 说 真正 进入 














有 进 样 环 的 百 分 之 一 ( 约 10n1)。Alexander 等 中 所 建立 的 阀 进 样 装置 可 以 
5 自动 进 样 器 连接 ， 连 续 进 行 多 样品 的 分 析 ; Yan 等 建立 了 一 套 加 压 梯 度 洗 脱 电 色 谱系 统 
(TriSep 2000GV)， 并 利用 该 系统 对 碱 性 药物 进行 了 分 析 。 


















































不 管 采用 以 上 哪 种 进 样 方式 , 都 要 注意 避免 样品 的 超载 , 否则 会 引起 区 带 扩散 ; 由 于 CEC 


的 流动 相 挥 发 特 
程 ， 要 尽 可 能 不 让 柱 进 样 端的 浴 剂 挥发 掉 而 在 分 离 过 程 中 产生 气泡 。 由 于 电 色谱 中 存在 固定 
相 ， 因 此 进 样 量 可 以 比 毛 细 管 电泳 大 一 些 。 
《二 ) 毛细 管 电 色 谱 中 的 样品 富 集 






















































































FE 较 大 ， 在 流体 力学 和 电动 进 样 时 ， 一 般 存在 进 样 瓶 与 背景 电解 液 瓶 切 换 的 过 













































































毛细 管 电 色谱 为 高 效 液 相 色 谱 和 毛细 管 电泳 相 结 合 的 分 离 技 术 ， 综 合 了 高 效 液 相 色 谱 的 


高 选择 性 和 毛细 























品 的 进 样 量 很 小 ， 另 一 方面 ， 毛 细 管 
得 毛细 管 电 色谱 虽然 达到 了 很 低 的 质 

在 现 有 的 检测 条 件 下 ， 采 用 通 
推出 的 Z 型 和 带 有 泡 型 的 毛细 管 通过 增加 检测 光 程 可 使 检测 灵敏 度 提高 儿 倍 ， 然 而 泡 型 池 和 
。 奖 光 和 激光 诱导 诡 光 检测 可 显著 地 提高 检测 灵敏 度 ， 
但 缺乏 普 适 性 。 质 谱 法 灵敏 度 高 ， 选 择 性 强 ， 能 提供 分 子 结构 信息 和 二 级 分 离 ， 是 毛细 管 电 
LE 想 的 检测 器 ， 但 目前 缺乏 稳定 、 可 靠 的 毛细 管 电 色谱 -质谱 接口 ”1。 









































泳 和 电 色 谱 非常 到 

















管 电泳 的 高 分 离 效能 。 由 于 毛 









































色谱 采用 的 毛细 管 柱 一 般 较 细 , 样 
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Z 型 池 的 存在 会 损失 柱 效 和 分 离 度 中 


























色谱 多 采用 柱 上 检测 的 方法 ， 检 测 的 光 程 很 短 。 这 使 





量 检测 限 ， 但 样 
用 型 紫外 检测 器 一 























的 浓度 检测 限 相 对 仍 较 高 。 
仅 可 达到 10-mol/L"*" 1， 安捷伦 公司 


迪 于 










































































研究 毛细 管 电 色谱 中 的 样品 富 集 技术 对 拓宽 其 应 用 范围 具有 非常 重要 的 实际 意义 。 常 用 








的 离线 样品 富 集 方 


积 、 场 放大 样品 堆积 、 














法 有 液 - 液 焚 取 、 固 相 茜 取 、 固 相 微 茜 取 等 ,在线 的 富 集 方法 有 第 规 样品 堆 
大 体积 样品 堆积 等 。 下 面 将 分 别 对 其 进行 介绍 。 











1， 离线 样品 富 集 


液 - 液 茶 








在 分 析 化 学 实验 室 


互 溶 的 有 机 相 可 以 用 来 提取 乙 水 怕 


亚 胺 (EMIM TFSI) 对 样品 进行 》 





























全 [52] 7 




















Fang 5 年 “ 疮 































































































取 (iquid-liqguid extraction，LLE) 方法 是 最 先 使 用 的 离线 富 集 方法 。 据 调查 ， 
! 儿 乎 半数 的 人 员 常 常 使 用 液 - 液 蔡 取 后 。 在 LLE 方法 的 应 用 中 ， 与 水 不 
E 的 样品 ， 将 溶剂 挥发 干 后 所 得 的 溶质 重新 浴 解 到 较 小 体积 
的 溶剂 中 ， 从 而 实现 样品 浓缩 。Michael 等 ”利用 1- 乙 基 -3- 甲 基 咪 唑 啉 双 ( 三 氟 甲 基 硕 酰基 ) 
夜 液 萃 取 ， 经 过 处 理 后 ， 样 品 的 富 集 效率 达到 了 1000 倍 ; 
超 临 界 流体 禁 取 的 方法 对 土壤 中 的 酚 类 物质 进行 了 富 集 , 之 后 利用 毛细 管 电 色 













































































































































































谱 进 行 分 析 ， 样 品 的 检测 限 达到 了 0.0032 一 0.014mg/kg。 虽 然 LLE 的 使 用 频率 较 高 ， 但 也 存 


在 较 大 缺点 : 























: 肖 记 ， 
有 吊 




















所 需要 的 时 间 较 长 、 工 作 量 大 ;， 需 要 消耗 大 量 的 有 机 溶剂 从 而 造成 二 次 污 
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染 ; 而 且 干 扰 比 较 多 , 很 多 物质 容易 同时 被 提取 出 来 。 因 而 LLE 现在 正 逐 渐 被 SPE 和 SPME 
所 取代 。 
回 相 茜 取 (solid-phase extraction，SPE) 属于 吸附 禁 取 技术 ， 其 最 大 的 特点 是 能 在 禁 取 
的 同时 对 分 析 物 进行 浓缩 。 吸 附 剂 被 填充 在 短 管 中 ， 样 品 溶液 通过 时 ， 分 析 物 被 吸附 禁 取 ， 
然后 再 用 不 同 溶 剂 将 分 析 物 选择 性 地 洗 脱 下 来 。 如 果 使 用 的 洗 脱 溶剂 的 体积 比 样品 溶液 的 体 
积 小 ， 样 品 就 会 得 到 浓缩 。Gaelle 等 中 通过 光 引 发 的 方法 在 玻璃 芯片 上 建立 了 一 个 丙烯 酸 醚 
类 毛细 管 整体 柱 通道 ， 可 同时 用 于 样品 的 富 集 和 分 离 ， 利 用 该 方法 对 中 性 物质 和 带电 离子 均 
获得 了 较 高 的 富 集 效率 。Vizioli 等 5 利用 自制 的 粒 径 为 20~~30pm 的 Cis 颗粒 对 土壤 中 的 两 
种 稀有 金属 铀 和 忽 进 行 了 富 集 ， 在 7psi 下 进 样 24s， 样 品 的 检测 灵敏 度 提高 了 1000 倍 ， 达 到 
了 20~80pg/L， 利 用 该 方法 对 自来水 进行 检测 ， 得 到 了 许多 不 能 鉴定 的 金属 离子 峰 。 同 LLE 
相 比 ，SPE 具有 装置 简单 、 游 剂 消耗 量 少 、 可 用 于 现场 预 处 理 、 易 于 实现 自动 化 等 优点 ， 但 
SPE 也 存在 操作 人 烦琐、 空白 值 高 、 易 堵塞 吸附 柱 而 导致 重 现 性 不 够 理想 等 缺点 。 
回 相 微 禁 取 (solid-phase microextraction，SPME ) 是 在 SPE 基础 上 发 展 起 来 的 ， 均 匀 涂 
省 在 奎 纤维 上 的 圆柱 状 吸 附 剂 涂 层 在 禁 取 时 既 继 承 了 SPE 的 优点 ， 又 有 效 地 克服 了 其 缺陷 ， 
操作 简单 ， 重 现 性 好 ， 从 茜 取 到 进 样 完 全 不 使 用 有 机 溶剂 ， 解 吸 快速 、 完 全 。SPME 也 可 直 
接 同 CE 和 CEC 联 用 。 张 颖 等 中 将 固 相 微 茜 取 和 加 压 毛 细 管 电 色谱 联 用 , 对 水 中 痕 量 的 丙烯 
酰胺 进行 了 富 集 、 测 定 ， 蔡 取 体 积 比 达到 了 100 倍 ， 获 得 了 约 60 倍 的 富 集 效率 。 

2. 在 线 样品 富 集 

毛细 管 电 色 谱 柱 上 的 富 集 可 以 分 为 进 样 过 程 富 集 和 连续 堆积 两 类 。 当 样品 溶液 与 运行 绥 
冲 液 组 成 存在 差别 时 ， 可 能 会 导致 溶质 分 子 作 用 力 的 改变 或 溶质 形态 的 变化 ， 使 溶质 在 两 区 
的 迁移 速率 产生 差别 ， 导 致 溶质 柱 内 运输 过 程 中 的 分 布 改变 ， 区 带 被 压缩 或 拉 伸 。 不 仅 
可 以 通过 调节 两 区 带 化 学 组 成 和 操作 条 件 等 手段 来 实现 溶质 在 电 色 谱 柱 内 的 富 集 ， 也 可 以 采 
用 改变 固定 相 性 质 的 手段 达到 使 样品 在 柱 内 不 同 区 域 迁移 速率 不 同 ， 进 而 达到 样品 局 部 堆积 
的 目的 。 连 续 堆 积 技 术 的 原理 与 进 样 富 集 类 似 ， 可 以 认为 是 进 样 过 程 富 集 在 整个 分 离 过 程 中 
的 延续 59 。 
一 般 地 ， 毛 细 管 电泳 中 采用 的 在 线 样品 富 集 技术 名 可 用 于 毛细 管 电 色 谱 ， 此 外 ， 毛 旨 
电 色 谱 依 其 自身 的 特点 ， 也 可 以 采用 特别 的 在 线 富 集 技术 [1。 

三 、CEC 联 用 检测 器 

1. 紫外 检测 

CEC 的 检测 器 有 多 种 ， 紫 外 检测 (UV-vis) 检测 器 具有 普 适 性 ， 是 最 常用 的 检测 器 。 有 
紫外 吸收 的 物质 一 般 都 可 用 UV 检测 器 直接 检测 ， 对 一 些 本 身 没 有 紫外 吸收 的 物质 ， 可 在 背 
景 电解 质 中 添加 一 些 具 有 UV 吸收 性 质 的 物质 ， 这 样 分 析 物 通过 检测 窗口 时 会 形成 倒 峰 ， 通 
过 计算 倒 峰 的 面积 可 对 分 析 物 进行 定量 分 析 ， 这 种 方法 叫 间接 UV-vis 检测 。 

2. 激光 诱导 荧光 检测 

获 光 检测 特别 是 激光 诱导 效 光 (laser induced fluorescence，LIF) 检测 器 的 灵敏 度 比 常规 
的 UV-vis 检测 低 5 一 6 个 数量 级 ,被 认为 是 灵敏 度 最 高 的 检测 器 之 一 ,其 检 出 限 可 达到 10-"~ 
10 molL。 早 期 的 LI 检测 器 多 使 用 非 相 干 光源 , 现在 则 利用 高 强度 、 高 相干 性 的 激光 作 激 
发 光源 ， 可 聚焦 到 接近 衍射 极限 ， 适 用 于 非常 罕 孔 径 柱 的 激发 。 通 过 光纤 或 合理 的 光学 设计 ， 
激光 很 容易 聚集 在 毛细 管 中 心 ， 既 提高 了 激发 效率 ， 又 减少 了 光 散 射 ， 从 而 显著 地 降低 了 检 
出 限 。LIF 用 于 CEC 的 检测 的 仪器 结构 见 图 8-65 一 2。 
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改 | 小 


| 206 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 














楼 馆 < 困 波 峰 











让 全 机 
R 
ER 到。 毛细管 电 色谱 -激光 诱导 荧光 检测 装置 
3， 化 学 发 光 检测 
化 学 发 光 检测 (CL) 的 最 大 特点 是 光学 系统 简单 、 无 需 外 加 光源 和 分 光 系统 ， 背 景 噪声 


























低 ， 避 免 了 杂 散 光 和 光源 不 稳定 性 的 影响 ， 因 而 具有 很 高 的 检测 灵敏 度 (10 “一 10 “molL )。 
CL 检测 的 另 一 个 优点 是 所 谓 的 “化 学 窄带 ”效应 “41, 这 是 因为 CL 反应 的 动力 学 速度 很 快 ， 


























在 样品 还 未 来 得 及 充分 扩散 到 本 底 溶液 前 就 已 产生 化 学 发 光 信 号 。 它 适合 于 小 

















本 积 在 线 快 速 





检测 ， 记 录 信 号 峰 尖锐 ， 不 会 造成 明显 的 区 带 展 宽 ， 但 缺点 是 选择 性 较 差 。 将 高 灵敏 度 的 CL 






































技术 与 高 分 辨 的 微分 离 技术 相 结合 ,是 目前 微分 析 中 较为 理想 的 分 离 分 析 方 法 。 


与 CL 的 一 种 离 柱 式 联 用 模式 "1。 
SOmm -一 一 一 一 



























































GT 试剂 亚 册 管 
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站 
整体 柱 反应 二 册 管 术 计 充 毛细 从 
l00pm? 37Shuaix3ocm 330UkHnx 7Y8S0Okhuaix2cnl 100khuax37sShmxlscm 


离 柱 同 轴 流 式 化 学 发 光 检测 接口 示意 


4. 电化 学 检测 
电化 学 检测 (electrochemical detection，ECD) 也 是 一 种 常用 的 检测 方法 




















图 8-7 为 CEC 


， 包 括 安培 法 
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(ampermetric detection，AD)、 电 导 法 (conductivity detection) 和 电位 法 (potentionmetry)， 
所 以 ECD 也 普遍 应 用 于 CEC 联 用 中 [@1。 

ECD 可 避免 光学 检测 器 所 遇 到 的 光 程 短 问题 , 是 一 类 灵敏 度 较 高 的 检测 器 , 优点 表现 在 : 
灵敏 度 高 ， 检 出 限 可 达 pg~ng 级; 四 选择 性 好 ， 适 合 复杂 体系 〈 如 生物 体液 、 匀 浆 ) 下 的 
电 活 性 物质 的 检测 ;加 仪器 装置 简单 ， 成 本 较 低 ， 可 用 于 一 般 实 验 室 。 缺 点 是 仅 适 合 于 检测 
电 活 性 物质 或 衍生 化 测定 一 些 非 电 活性 物质 ， 在 商品 化 过 程 中 需要 解决 诸如 高 压 电 场 隔 离 、 
电极 精确 定位 等 一 系列 问题 。 安 培 检测 法 是 CEC-ECD 联 用 研究 的 首选 方法 ! 反 9， 它 是 基于 
电 活 性 物质 在 电极 表面 上 发 生 氧 化 或 还 原 反 应 产生 电流 响应 与 其 浓度 成 比例 这 一 原理 而 建立 
起 来 的 ， 而 且 易 于 实现 和 操作 。 根 据 检测 区 域 与 高 压 电场 区 域 有 无 电场 隔离 ， 安 培 检 测 又 可 
分 为 离 柱 (off-column) 和 柱 端 (end-column〉 两 种 检测 方式 。2000 年 ，Hilmi 等 首次 将 安培 
检测 技术 用 于 CEC 的 研究 ， 对 柱 端 式 CEC-ECD 检测 装置 做 了 详细 的 介绍 〈 见 图 8-8)， 并 系 
统考 察 了 不 同 粒 径 毛 细 管 填充 柱 对 13 种 爆炸 物 ( 芳 香 族 硝 基 化 合 物 和 硝 胺 类 ) 分 离 的 影响 。 





































































































































































































































































隔 些 (本 估 用 ) 
2 





一 形 国 ， 以 保全 真空 

(1) 上 
电极 (2) 
(3) 


“阳极 博 覃 


见 下面 if 描述 
同上 


厦 充 上 细作 一 一 


(2) 训 塔 榨 测 池 








.5mm 胃 


玻 现 毛细 管 


tl.2mm) 


塌 充 息 细 已 
{和 内径 50pm 式 100p0n} 


(bb 检测 中 极 的 证 细 挡 述 
安培 检测 池 示意 
5. 核磁 共振 检测 器 
NMR 是 有 机 化 合 物 结构 鉴定 最 强 有 力 的 分 析 手 段 之 一 ， 但 NMR 的 两 个 不 足 使 得 其 与 


CEC 的 联 用 具有 一 定 的 挑战 性 : 相对 于 其 他 分 析 方 法 ，NMR 是 一 种 较 不 灵敏 的 分 析 方 法 ， 
需要 的 样品 量 在 毫升 (ml) 级， 而 CEC 的 样品 量 却 在 纳 升 Cnl) 级 @NMR 需 纯净 的 分 析 
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物 ， 否则 样品 与 杂质 信号 峰 的 重 巷 将 加 大 鉴定 的 难度 。 近 自 
出 现 了 许多 新 技术 新 方法 ,使 得 多 重 溶剂 峰 的 有 效 抑 
等 [9-69 和 Sweedler 等 [0 两 小 组 在 CEC-NMR 联 用 方面 做 了 大 量 的 研究 工人 
设计 的 一 种 可 与 CE、CEC 和 AHPLC 联 用 的 接口 装置 ， 如 图 8-9 所 示 。 采 


种 模式 , 尤其 是 停留 模式 可 以 有 效 避 人 免 信号 峰 的 重 营 ， 


上 后，Bayer 等 


同系 物 组 分 的 


























分 离 与 鉴定 。 出 














术 进 行 了 深入 





























的 研究 ， 结 果 
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明 ， 施 加 适当 日 
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由 1 一 -一 
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厦 认 或 未 填充 的 
伙 幅 蔚 纳 管 


9] 人 作品 


思 力 





检测 池 的 六 大 吾 分 
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核磁 共振 山 氢 





























的 压力 可 有 效 抑制 气泡 而 不 


射频 线 轿 


4 上 24Gml 
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旦 /人 
京 0 


一 织 磺 述 毛 是 营 
{FENn1) 


政 细 管 电 汶 












FE 来 随 着 NMR 理论 和 技术 的 发 展 ， 
制 和 信 噪 比 大 幅度 增强 成 为 可 能 。Bayer 
FE 。Bayer 等 ("1 首次 
用 连续 流 和 停 流 两 
提高 了 分 辩 率 。 该 装置 实现 了 异 构 体 、 
上 1 对 梯度 CEC-NMR 以 及 PCEC-NMR 联 用 技 
响 分 离 柱 效 。 
































国葬 毛细管 电 色谱 -核磁 共振 检测 装置 示意 
6. 质谱 检测 
为 了 提高 CEC 的 应 用 范围 ， 新 的 检测 方法 也 被 不 断 地 开发 ， 特 别 是 与 质谱 (mass 
spectrometry，MS) 的 联 用 技术 。CEC-MS 联 用 不 仅 使 检测 灵敏 度 大 大 提高 ， 而 且 可 提供 相 
对 分 子 量 (M.) 信息 及 丰富 的 结构 信息 。CEC 的 高 效 分 离 能 力 和 MS 的 高 鉴定 能 力 相 结合 ， 
使 得 对 纳 升 级 样品 进行 分 子 结构 分 析 和 分 子 质量 的 准确 测定 成 为 可 能 。1991 年 Verheij 等 "1 








地 设计 接口 。 











毛细 











第 一 次 将 CEC 与 MS 
此 后 CEC-MS 联 用 技术 有 了 较 快 的 发 展 。 
技术 可 以 分 为 脱 机 (off-line〉 和 联机 (on-line 〉 两 利 
效 地 传送 到 MS 而 
EN 


CEC 和 MS 的 ] 
键 是 如 何 将 CEC 的 流出 物 以 在 线 的 方式 有 
F CEC 与 毛细 管 电泳 仪器 的 通 月 
性 ， 相 关 技术 
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实际 上 ， 由 于 


已 经 在 第 七 章 第 四 节 
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的 , 这 种 色谱 











充 柱 和 整体 村 

















不 损失 分 离 效率 , 这 就 
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固定 相 在 毛细 管 中 的 存 

















使 用 快 原 子 比 击 〈fast atom bombardment，FAB ) 作为 离子 源 。 


方式 。 联 机 的 关 


需要 很 好 





E， 其 与 质谱 联 用 接口 也 具有 通用 
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FE 是 目前 最 常用 的 毛 
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FE， 毛细 管 整体 柱 


容量 较 低 的 缺点 ， 故 其 应 
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则 是 一 种 新 型 的 色谱 柱 
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其 誉 为 第 四 代 分 离 介质 ， 具 有 极 好 的 发 展 前 景 [7。 

一 、 毛 细 管 开 管 柱 
毛细 管 开 管 柱 是 通过 涂 布 、 键 合 和 溶胶 - 凝 胶 等 技术 将 固定 相 涂 甫 或 键 合 到 毛细 管内 壁 上 
的 一 种 分 离 柱 。 开 管 电 色谱 柱 避 免 了 颗粒 填充 过 程 和 柱 塞 制作 ， 但 其 柱 效 和 柱 容 量 都 比 填充 
柱 低 。 因 此 ， 开 管 柱 制备 技术 的 关键 在 于 增 大 比 表面 积 ， 制 备 相 比 大 和 柱 容 量 高 的 色谱 柱 。 
目前 应 用 的 开 管 柱 主要 分 为 物理 吸附 开 管 柱 和 化 学 键 合 开 管 柱 两 种 类 型 。 
物理 吸附 开 管 柱 制作 简单 ， 主 要 是 通过 高 聚 物 和 石英 毛细 管内 壁 以 范 德 华 力 和 氧 键 相互 
作用 而 制备 ， 也 可 以 通过 电荷 作用 使 固定 相 吸 附 在 毛细 管内 壁 上 。 化 学 键 合 开 管 柱 与 物理 吸 
附 开 管 柱 相 比 柱 寿命 长 、 稳 定性 好 、 应 用 更 广泛 ! 7 。 

Pesek 等 1 在 内 径 5S0um 的 毛细 管内 壁 进行 了 蚀刻 和 化 学 修饰 ,将 四 种 不 同 的 官能 团 (C;、 
Cis、 二 醇和 胆固醇 ) 键 合 在 管 壁 ， 用 于 核 背 酸 、 核 背 、 氮 基 酸 和 神经 递 质 这 些 极 性 小 分 子 的 
毛细 管 电 色 谱 分 析 。 重复 进 样 300 一 400 次 后 ,所 制备 的 开 管 柱 稳 定性 和 重 现 性 良好 。 结 果 也 
表明 键 合 固定 相 的 选择 性 对 分 析 物 的 迁移 时 间 和 分 辩 率 影响 很 大 。 
ZhangL['9 等 用 热 引 发 原 位 聚合 法 制备 了 恩 诺 沙 星 印迹 开 管 毛细 管 电 色谱 柱 ， 并 将 其 应 用 于 
水 产品 中 恩 诺 沙 星 (ENR) 和 环 丙 沙 星 〈CIP) 的 残留 检测 。 实 验 表 明 ， 恩 诺 沙 星 印 迹 开 管 柱 
对 目标 分 子 的 选择 性 良好 ， 能 快速 高 效 地 使 恩 诡 沙 星 和 环 丙 沙 星 达到 基线 分 离 ， 建 立 了 毛细 管 
电 色谱 法 同时 测定 水 产品 中 恩 诺 沙 星 和 环 丙 沙 星 药物 残留 的 方法 。 在 毛细 管 电 色谱 操作 模式 
下 ， 流 动 相 为 30mmolL NazHPO4-30mmolL NaH2PO4 (pH=8.9)， 温 度 25'C， 进 样 3s， 分 离 电 
压 15kV， 在 检测 波长 为 280nm 处 得 到 链 鱼 肌肉 组 织 中 恩 诺 沙 星 和 环 丙 沙 星 的 标准 色谱 图 和 加 
标 样品 色谱 图 ， 见 图 8-10。 环 丙 沙 星 的 保留 时 间 约 为 8.6min， 恩 诺 沙 星 的 保留 时 间 约 为 9.3min。 
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a 
E 
| | fo | | 

A 时 

2 46 81012141618 et 
timin tmin 
(a) (b) 


标准 样品 ( a ) 和 加 标 样品 ( b ) 电 色 谱 图 
色谱 峰 : 1 一 CIP; 2 一 ENR 
流动 相 : 30mmol/L NazHPO4-30mmolL NaH2PO4 (pH=8.9) 
进 样 ，3s; 温度 ，25'C; 分 离 电 压 ，15kV; 检测 波长 ，280nm 


Chia-Hsin Lee! "等 利用 氧 毛 化 钻 可 与 毛细 管内 壁 的 硅 醇 基 发 生 反 应 ，350'C 下 反应 8h， 
| 备 成 二 氧化 错 纳 米 颗 粒 (ZrOsNPs) 涂 层 的 毛细 管 开 管 柱 ， 图 8-11 给 出 的 SEM 图 证 明 在 毛 
管内 壁 形成 了 ZrONPs 层 。 笔 者 用 这 种 开 管 柱 对 连 铁 和 晶 白 、 磷 酸化 蛋白 和 糖 和 蛋白 进行 了 
CEC 分 离 。 

Xie 等 [5 以 z(2,3- 环 氧 丙 氧 基 ) 丙 基 三 甲 氧 基 硅 烷 为 偶 联 剂 ， 将 羧 甲 基 壳 聚 糖 键 合 至 毛细 
管内 壁 上 ， 人 制备 了 新 型 多 糖 修饰 的 毛细 管 电 色谱 柱 ， 并 将 其 用 于 四 种 核 音 酸 ( 腺 唆 吟 核 苷 酸 、 
岛 味 叭 核 昔 酸 、 胞 喀 啶 核 昔 酸 、 屎 喀 啶 核 昔 酸 ) 的 分 离 ， 结 果 见 图 8-12， 柱 效 达 到 36000 一 
182000m :， 重 现 性 良好 。 他 们 5 也 将 羧 甲 基 壳 聚 糖 (CMC) 以 共 价 键 修饰 在 毛细 管 开 管 柱 
内 壁 ， 进 行 碱 性 蛋白 质 和 鸦片 生物 碱 的 CEC 分 离 。 在 阳极 电 渗流 模式 (PH<4.3) 下 ， 四 种 
碱 性 蛋白 质 一 一 胰 蛋 白 酶 、 核 糖 核酸 酶 A、 溶 菌 酶 和 细胞 色素 C 成 功 分 离 ， 避 免 了 碱 性 蛋 
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150um 200um Lo0hm 
(a) (b) (c) 
ZrOsNPs 涂 层 毛 细 管 柱 的 SEM 
(a) 裸露 毛细 管 柱 截 面 图 ;(b〉ZrOsNPs 涂 层 毛 细 管 柱 截面 图 ;(c) 是 (b) 的 放大 图 




















白 在 毛细 管内 壁 的 吸附 ; 在 阴极 电 渗 流 模 式 (pH>4.3) 下 , 四 种 鸦片 生物 碱 也 达到 基线 分 离 。 
图 8-13 将 裸露 的 和 经 CMC 修饰 过 的 毛细 管内 壁 的 电镜 照片 加 以 比较 ， 可 以 看 出 CMC 涂 层 
牢固 地 结合 在 毛细 管内 壁 ， 从 而 极 大 地 增加 了 柱 的 表面 积 。 





























个 








min 
多 糖 修饰 的 毛细 管 电 色谱 柱 用 于 分 离 四 种 核 音 酸 
出 峰 顺 序 : 1 一 尿 喀 喧 核 苷 酸 (UMP); 2 一 鸟 喇叭 核 背 酸 (GMP); 3 一 腺 味 叭 
核 苷 酸 (AMP); 4 一 胞 喀 啶 核 背 酸 (CMP) 
毛细 管 柱 : 内径 50pm， 有 效 长 度 40cm， 总 长 度 62cm 
流动 相 ，20mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ， 检测 波长 ，254nm; 电压 ，18kV; pH=3.0 














(a) 


EE SEM 图 


(a) 未 经 修饰 的 毛细 管 表 面 ; (b) 修饰 后 的 毛细 管 表面 
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Wei 等 B80] 将 单 体 分 子 印迹 聚合 物 (OMNiMIPs) 2- 甲 基 丙 烯 酰 丙 基 甲 基 丙 烯 酸 酯 (MAM) 














键 合 在 毛细 管内 壁 ， 制 备 成 毛细 管 印迹 
生 电 渗流 ， 因 而 将 3-( 三 甲 氧 基 ) 丙 基 ! 











J 
省 管 柱 
己 o° 
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迹 毛细 管 上 的 对 映 体 分 辨 率 达 到 了 16.1， 选 择 因 











基 丙 烯 酸 酯 (y-MPS) 
键 (Si 一 0 一 C) 水 解 产 生 电 渗流 ， 并 在 CEC 模式 下 分 离 对 映 体 。 在 

















由 于 MAM 不 含 可 离子 化 的 官能 团 ， 无 法 产 
结合 在 固定 相 基 质 上 ， 利 用 其 酯 
S- 氮 氯 地 平 (AML) 印 
子 为 3.23， 柱 效 达 到 26053/m。 此 外 ， 他 们 






































还 以 9- 蔡 普 生 (ANP) 和 $- 酮 洛 芬 (KET) 作为 模板 分 子 进 行 了 分 子 印 迹 涂 层 和 分 离 。 














二 、 毛 细 管 填充 柱 
毛细 管 电 色 谱 填 充 柱 

















作为 一 类 最 党 
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柱 塞 制作 更 为 重要 ， 正 是 因为 填充 柱 的 塞 子 
也 受到 了 一 定 的 限制 。 
柱 两 端的 塞 子 是 填充 柱 产 生气 泡 的 主要 原因 
高 ， 化 学 惰性 好 ， 有 合适 的 孔 阶 率 ， 死 体积 小 。 

William Braggt* "1 等 制作 了 无 塞 子 的 毛细 管 
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的 CEC 柱 , 可 供 选 择 的 固定 相 种 类 丰富 ， 
、 种 类 多 、 易 商品 化 等 优势 。 填 充 柱 的 制备 关键 有 两 步 : 一 是 柱 塞 的 制作 ， 二 是 柱 的 填充 。 






































有 高 柱 


























Pi 


制备 工艺 对 操作 者 要 求 比较 高 ， 所 以 其 应 用 





。 合 格 的 塞 子 必 须 满足 如 下 要 求 : 机 械 强 度 























色谱 填充 柱 ， 并 将 其 和 电 喷 雾 质 谱 联 用 。 他 

















们 先 分 别 在 两 根 毛细 管 的 一 端 制备 锥 形 末 端 ， 然 
根 柱 的 两 端 用 市 售 连接 头 连接 起 来 ， 如 图 
了 两 段 毛细 管 连接 在 一 起 时 不 会 发 生 碾 磨 。 这 种 
积 更 小 ， 柱 效 更 高 ， 且 有 灵敏度 和 分 辨 率 并 未 见 降 
系列 填充 柱 (C6/SCX，C6/SAX)， 以 ESI-MS 为 
胺 (DMA)]、 































































































星体 
区 中 形 人 喇 


8-14 所 示 。 弹 性 





后 立即 对 柱 进行 填充 ， 未 形成 锥 形 末 端的 两 
连接 头 〈elastomeric insert) 保证 
无 塞 柱 降 低 了 气泡 形成 的 可 能 性 ， 而 且 死 体 
低 。 笔 者 用 这 种 无 塞 柱 的 制备 方法 制备 了 一 
检测 器 进行 了 阳离子 [ 甲 胺 (MMA)、 二 甲 


















































阴离子 (CsSO4 一 CisSO4) 和 非 离 子 (Brij 30 和 Brij 56) 化 合 物 等 的 分 离 。 


驯 任 括 太 





味 上 由 堪 出 口 





fl1shmy) 2 申论 1? 旦 内 
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135em 


四 = 






{15um) 


1° 嵌 奈 2 坚 导 


芋 细 营 


3Sem 


无 塞 毛细 管 填充 柱 示意 图 











填充 柱 所 用 的 填料 类 型 多 样 ， 包 括 有 机 基质 
机 基质 类 填料 〈 如 衍生 化 葵 基 、 氮 基 、 氟 基 、C， 























类 填料 (如 有 机 聚合 物 、 改 性 多 糖 等 和 无 
8 硅胶 、 氧 化 铬 等 )。 

















Ans Hendrickx 等 4 将 六 种 多 聚 糖 类 手 性 选择 体 固定 相 Chiralpaks AD-RH、 Chiralcels 
OD-RH、LuxC2、LuxA2、LuxC4、Sp5 填充 到 熔融 石英 毛细 管 (100pmX375pm)〉 中 ， 对 非 





酸性 药物 进行 CEC 的 手 性 分 离 ， 并 从 有 机 相 浓 度 、 绥 冲 液 pH、 外 加 电压 、 温 度 等 方 
了 和 旬 选 策略 。 优 化 后 ，19 种 非 酸性 化 合 物 中 17 种 (89.5%) 可 以 达到 基线 分 离 。 








Qu 等 (Sl 在 直径 1.3hm 的 非 多 孔 单 分 散 硅胶 3 
12nm) 与 正 十 八 硫 醇 ， 将 其 填充 到 毛细 
米 金 颗粒 硅胶 球 (Cis-AuNPs-SiO,) 分 离 多 环 劳 ) 
达 250000/m， 且 在 很 宽 的 pH 范围 (pH=1~12) 





















































管 柱 中 〔( 见 图 8-15)， 并 


























用 优化 




















奈 表 面 涂 布 了 纳米 金 颗粒 (AuNPs 平均 直径 
这 种 自制 的 正 十 八 硫 醇 纳 
双人 化合 物 。 在 pCEC 分 离 模式 下 ， 最 高 柱 效 
内 稳定 性 良好 。 











































































































毛细 管 











色谱 填充 柱 的 填充 方法 主要 有 高 压 匀 浆 填充 法 、 电 动 填充 法 和 拉 伸 填充 法 三 
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种 。 拉 伸 填 充 法 不 能 用 于 键 合 填料 ;， 高压 匀 浆 填充 法 需要 高 压 系 统 ， 基 本 结构 与 高 压 液 相 色 
谱 柱 填充 系统 相同 ， 虽 填充 的 重 现 性 通常 较 差 ， 但 装置 易 得 ;， 电 动 填充 法 类 似 于 电泳 或 电动 
进 样 ,， 系统 结构 比较 简单 ， 旦 能 制备 出 高 是 普遍 采用 的 填充 方法 之 一 上 名 。Yanl5l 
提出 了 一 种 新 的 电动 填充 法 ( 见 图 8-16)， 利 用 EOF 和 压力 结合 进行 填充 ， 填 充 过 程 中 使 用 
| 
填充 柱 床 ， 且 填充 时 间 短 、 柱 效 高 。 
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有 ® 超声 此 


区 开本 网 硅胶 球 的 透射 电镜 ( TEM ) 图 BEE” 电动 填充 法 
(a) 未 经 AuNPs 涂 层 的 硅胶 球 ; (b) 经 AuNPs 涂 层 后 的 硅胶 球 


三 、 毛 细 管 整体 柱 

整体 柱 (monolithic column ) 又 称 棒 柱 (rod)、 连 续 床 层 (continuous bed)、 无 塞 柱 (fritless 
column)， 是 由 单 体 、 交 联 剂 、 引 发 剂 和 致 孔 剂 等 混合 ， 通 过 原 位 制备 而 成 的 棒状 整体 材料 。 
整体 柱 dn i 普 柱 内 进行 原 位 聚合 的 连续 床 固 定 相 ， 具 有 制备 简 
单 、 重 现 性 好 、 多 孔 性 优越 、 分 离 快 速 高 效 等 优点 。 
1989 年 ，Hjerten 等 I 通 过 原 位 玩 合 制备 得 到 于 丙烯 酰胺 凝 胶 连 续 床 。 与 早期 的 填充 
柱 相 比 ， 整 体 柱 具有 渗透 性 好 、 制 备 简单 、 无 需 塞 子 制作 等 优点 ， 已 引起 人 们 越 来 越 多 的 
关注 3。 

根据 整体 柱 使 用 的 材料 的 不 同 ， 可 以 分 为 硅胶 整体 柱 、 有 机 聚合 物 整 体 柱 以 及 杂 化 整体 
柱 三 种 。 每 种 整体 柱 都 具有 各 自 的 优 缺 点 ， 可 用 于 特定 的 分 离 目的 。 

1. 无 机 硅胶 毛细 管 整体 柱 

毛细 管 硅 胶 整 体 柱 是 指 在 一 定 温 度 下 用 氧 氧化 钠 、 盐 酸 或 水 对 石英 毛细 管 先 进行 预 处 
理 ， 然 后 将 次 胶 - 凝 胶 溶 液 引入 经 预 处 理 的 毛细 管 中 ， 经 水 解 、 缩 聚 反应 而 得 到 具有 三 维 网 络 
结构 的 硅胶 整体 柱 。 通 过 动态 改 性 《或 动态 吸附 ) 可 形成 不 同 的 色谱 模式 固定 相 ， 采 用 硅烷 
化 试剂 通过 柱 上 键 合 2 固定 相 ， 在 柱 上 键 合 不 同 的 基 团 也 可 用 于 
其 他 色谱 模式 。 毛 细 管 硅胶 整体 柱 在 CEC 应 用 中 有 很 大 的 优势 ， 它 克服 了 传统 CEC 中 难以 
解决 的 填充 困难 、 塞 子 效应 、 气 泡 问 题 ， 并 将 壁 效应 大 大 降低 。 相 对 于 其 他 CEC 介质 ， 硅 胶 
整体 柱 具有 制备 简单 、 机 械 强 度 高 、 性 能 稳定 、 柱 效 高 等 优异 特性 ， 具 有 很 大 的 开发 、 研 究 
与 应 用 价值 。 

1996 年 ，Minakuchi 等 首次 研制 了 一 种 溶胶 - 凝 胶 整体 柱 ， 并 且 对 孔径 的 控制 上 也 有 深 
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入 的 研究 ， 极 大 地 推动 了 凝 胶 整 体 柱 的 研究 水 平 。Puy 等 名 在 CEC 中 采用 溶胶 - 凝 胶合 成 、 
后 凝 胶 过 程 热处理 制备 毛细 管 硅胶 整体 柱 ， 并 对 硅胶 整体 柱 和 辛 基 妈 接 的 硅胶 整体 柱 进行 热 
处 理 ， 研 究 热处理 对 此 整体 柱 的 结构 和 色谱 性 能 的 影响 。 

凝 胶 整 体 柱 的 特点 是 比 表 面积 大 ， 通 透 性 良好， 机 械 强度 理想 等 ， 最 大 的 优点 在 于 可 以 
对 孔 结 构 进 行人 为 控制 ， 孔 阶 率 在 80% 以 上 中 。 同 时 ， 凝 胶 整 体 柱 也 具有 pH 适用 范围 小 ， 
抗 溶剂 性 能 差 等 缺点 。 根 据 不 同 的 制备 方法 ， 凝 胶 整 体 柱 还 可 分 为 溶胶 - 凝 胶 整 体 柱 和 以 填充 
柱 为 基础 的 凝 胶 整 体 柱 。 
2. 有 机 聚合 毛细 管 整体 柱 
有 机 聚合 物 整体 柱 以 有 机 物 为 材料 ， 通 过 原 位 聚合 形成 一 种 “连续 床 ”， 即 整体 柱 。 有 
机 聚合 整体 柱 的 优点 在 于 其 制备 简单 ， 生 物 相 容 性 方面 表现 优异 ， 另 外 ， 它 适用 的 pH 范围 
较 宽 ， 酸 碱 性 都 能 够 得 到 应 用 。 当 然 它 也 存在 一 定 的 缺陷 ， 如 易 溶 胀 、 机 械 强 度 差 、 不 易 受 
热 等 。 

Kubin 等 9 在 1967 年 就 已 经 研究 得 到 一 种 可 分 离 蛋白 质 的 凝 胶 整 体 柱 , 他 们 以 聚 2- 羟 乙 
基 甲 基 丙 烯 酸 酯 凝 胶 制 备 得 到 了 整体 柱 。 此 后 ， 有 机 基质 整体 柱 逐 渐 引 起 了 色谱 界 的 注意 ， 
并 获得 了 成 功 的 应 用 。 
制备 有 机 聚合 整体 柱 所 需 的 材料 包含 单 体 、 交 联 剂 、 致 孔 剂 和 引发 剂 ， 将 它们 按 一 定 配 
比 混合 后 ,注入 到 模具 中 ， 以 光 久 YI、 热 中 、y 射线 等 方式 促使 混合 原料 发 生 原 位 聚合 反应 ， 
在 反应 完全 后 ， 选 择 适 当 的 溶液 将 未 反应 的 物质 溶解 出 去 ， 这 样 就 得 到 了 可 供 分 析 样 品 的 有 
机 限 合 物 整体 柱 。 和 毛细管 有 机 聚合 物 整体 柱 在 致 孔 剂 存 在 下 ， 由 单 体 和 交 联 剂 在 毛细 管内 由 
外 由 基 引 发 原 位 聚合 而 制 得 。 目 前 制备 有 机 聚合 物 型 整体 柱 的 单 体 主 要 有 丙烯 基 类 和 茶 乙 烯 
类 化 合 物 。 根 据 材料 和 功能 不 同 ， 可 分 为 聚 雁 烯 酸 酯 类 整体 柱 、 聚 共 乙 烯 类 整体 柱 、 聚 丙烯 
栈 胶 类 整体 柱 和 分 子 印 迹 整 体 柱 。 
(1) 单 体 可 根据 所 需 实现 的 整体 柱 的 功能 选择 单 体 ， 被 使 用 最 多 的 属 甲 基 丙 烯 酸 酯 类 
功能 单 体 ，Vaz 等 在 炊 融 石英 毛细 管内 壁 涂 甫 聚 丙 烯 酸 酯 ， 然 后 采用 光 引 发 方式 制备 光 聚 
合 溶胶 凝 胶 整 体 柱 ， 并 将 它 用 于 CEC 中 , 可 对 含有 硫 脲 、 丙 茶 、 菲 和 花 的 混合 标 样 进行 分 离 。 
单 体 的 选择 也 关乎 到 整体 柱 的 工作 机 理 ， 例 如 亲 水 整体 柱 、 玻 水 整体 柱 、 离 子 灾 换 整 体 柱 等 。 
常用 的 单 体 可 分 为 :丙烯 酰胺 类 ， 如 甲 基 丙 烯 酰 胺 、 甲 基 丙 烯 酸 丁 酯 ， 茶 乙烯 类 ; 甲 基 丙 烯 
酸 酯 类 。 

(2) 交 联 剂 ” 交 联 剂 的 选择 相对 于 单 体 的 选择 来 说 较 少 ， 和 常用 的 如 乙 二 醇 二 甲 基 丙烯 酸 
酯 (ethylene dimethacrylate，EDMA) 5294、 三 羟 甲 基 丙 烧 三 甲 基 丙 烯 酸 酯 (trimethylolpropane 
trimethacrylate，TRIM) 1、 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 (methylene bisacrylamide，Bis) 5 、 季 戊 四 
醇 三 丙烯 酸 酯 (pentaerythritol triacrylate，PETA) M1 都 可 作为 交 联 剂 ， 不 同 交 联 剂 对 整体 柱 
性 质 也 有 影响 ， 因 此 相同 的 单 体 与 不 同 的 交 联 剂 组 合 得 到 的 整体 柱 的 性 质 可 能 大 相 径 庭 。 而 
交 联 剂 的 含量 也 是 影响 柱子 分 离 效 果 的 因素 之 一 ,一 般 交 联 剂 的 配 比 增加 会 引起 通 透 性 下 降 、 
比 表 面积 增加 等 。 

(3) 致 孔 剂 ” 致 孔 剂 多 为 二 元 溶剂 体系 ， 一 种 为 良 溶 剂 ， 另 一 种 为 不 良 溶剂 ， 两 者 的 比 
例 对 孔 的 结构 、 孔 径 大 小 有 直接 影响 。 常 用 的 二 元 溶剂 体系 有 正 雁 醇 -1,4- 丁 二 醇 、 甲 茶 -十 二 
醇 、 环 已 烧 - 十 二 醇 等 。 

(4) 引发 剂 ”引发 剂 起 到 引起 原 位 聚合 反应 的 作用 ， 常 用 的 引发 剂 是 偶 所 二 异 丁 且 
CAIBN ) 。 

Fréchet 等 ("采用 大 比 表 面积 的 高 交 联 有 机 至 合 物 合成 毛细 管 整 体 柱 。 以 茶 乙 烯 - 握 甲 基 






















































































































































































































































































总 交 : 
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乙烯 基 茶 -二 乙烯 基 葵 为 联合 单 体 ， 以 偶 氮 二 异 丁 基 且 (AIBN) 为 引发 剂 ， 以 甲 共和 十 二 醇 
为 二 元 致 孔 剂 , 通过 原 位 自由 基 聚 合 制 备 了 聚 ( 葵 乙 烯 - 氯 甲 基 乙 烯 基 茶 -二 乙烯 基 茶 ) 毛 细 管 整 
体 柱 。 在 0.25pl/min 流速 下 先 用 1,2- 二 氢 乙 烷 冲 洗 该 柱 29， 然 后 在 流速 为 0.25nl/min 时 用 泵 
将 含 1g FeCl 的 20ml 1,2- 二 毛 乙 烷 压 入 该 柱 ， 冰 浴 中 保持 2h， 然 后 在 80C 水 浴 中 反应 24h， 
最 后 用 水 冲洗 色谱 柱 。 高 交 联 整体 柱 特 有 的 孔 结构 由 互相 连接 的 微 球 组 成 ， 这 些 孔 是 由 单 体 
与 致 孔 剂 在 聚合 过 程 中 的 相 分 离 所 致 。 该 含有 小 孔 阵列 的 高 交 联 整体 柱 的 比 表 面积 达到 
663m2/g。 该 整体 柱 由 于 包含 中 孔 ， 在 等 度 洗 脱 条 件 下 分 离 了 尿 喀 喧 和 烷 基 茶 , 用 尿 喀 啶 测定 
的 理论 塔 板 数 高 达 73000m -。 

3. 有 机 -无 机 杂 化 毛细 管 整 体 柱 

打 化 整体 柱 的 制备 采用 四 烷 氧 基 硅烷 和 含有 功能 基 团 的 三 烷 氧 基 硅烷 通过 水 解 缩合 反 
应 形成 有 机 -硅胶 杂 化 整体 柱 。 已 有 的 制备 方法 分 为 一 步 法 和 两 步 法 。 一 步 法 是 在 一 定 的 pH 
条 件 下 ， 使 得 水 解 与 缩合 反应 同时 发 生 。 而 两 步 法 基于 硅烷 在 酸性 条 件 下 水 解 反 应 的 速率 比 
硅 羟 基 间 的 缩合 速率 高 很 多 ， 相 反 在 碱 性 条 件 下 缩合 的 速率 远 高 于 水 解 反 应 速率 的 这 一 原理 
制备 。 这 种 制备 方法 的 影响 因素 比较 多 ， 例 如 水 含量 、pH、 反 应 温度 、 硅 烷 的 比例 等 。 已 有 
文献 报道 的 杂 化 整体 柱 有 C8、C3、 氮 两 基 、 烯 基 、 烯 两 基 、 达 基 等 多 种 杂 化 整体 柱 0 0 。 

硅胶 柱 材料 纯度 高 , 柱 内 的 电 渗 流 较 小 。Yan 等 (采用 溶胶 - 凝 胶 及 有 机 -无 机 杂 化 技 
术 , 在 硅胶 整体 柱 表 面 引 入 葵 基 玻 水 基 团 和 弱 阴 离子 交换 剂 丙 氮 基 基 团 , 这 样 就 大 大 加 强 
了 柱 内 电 渗 流 ， 提 高 了 分 离 效率 ， 加 快 了 分 析 速 度 。Yan 等 5"4 还 提出 了 一 种 新 颖 的 硅胶 
整体 柱 制 备 技术 ， 将 HO、HCIL、TEOS 和 Cs-TEOS 混合 在 一 起 生成 溶胶 ， 然 后 加 入 十 二 
腕 促使 溶胶 转变 为 凝 胶 。 采 用 这 种 方法 制备 获得 的 整体 柱 不 需要 进一步 衍生 ,可 直接 用 于 
反 相 模式 分 离 样品 。 他 们 采用 这 种 整体 柱 分 离 多 环 芳烃 (PAH) 取得 了 理论 塔 板 数 为 
180000m 的 高 分 离 效率 。 
邹 汉 法 等 5 以 带 有 多 个 甲 基 丙 烯 酸 基 团 的 多 面体 寡 聚 倍 半 硅 烷 (POSS) 为 交 联 剂 ， 以 
合成 的 含有 18 个 长 碳 链 的 甲 基 丙 烯 酸 季 贸 盐 为 单 体 ， 制 备 了 无 机 -有 机 杂 化 整体 柱 〈 见 
图 8-17)。 此 聚合 过 程 与 单纯 的 有 机 聚合 物 整 体 材料 制备 过 程 相似 ， 简 单方 便 。 孔 尺寸 的 大 
小 以 及 孔 的 通 透 率 可 以 通过 调节 原料 组 成 来 改变 。 无 机 纳米 粒子 交 联 试剂 的 使 用 使 合成 的 杂 
比 整 体 柱 同 时 具有 有 机 聚合 物 整体 柱 和 硅胶 整体 柱 的 优点 ， 力 学 稳定 性 高 ， 耐 酸 碱 性 好 〈 适 
的 pH 范围 为 1 一 11)， 其 内 部 结构 的 扫描 电镜 如 图 8-17 所 示 ; 作为 高 效 液 相 色谱 微 柱 分 离 
小 分 子 物 质 的 理论 塔 板 数 达到 了 50000m ;而 作为 毛细 管 电泳 分 离 介质 ， 其 理论 塔 板 数 更 高 
达 223000m 1!。 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(b) 
无 机 -有 机 杂 化 整体 柱 的 SEM 扫描 电镜 图 
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Feng 等 009 将 四 乙 氧 基 硅烷 和 辛 基 三 乙 氧 基 硅 烧 〈Cs-TEOS) 通过 两 步 酸 碱 催化 水 解 浓 
缩合 成 辛 基 功 能 化 的 杂 化 硅胶 整 体 柱 ， 用 作 毛 细 管 高 效 液 相 色谱 在 线 预 浓缩 的 固 相 微 禁 取 小 
柱 ， 使 用 多 环 芳 烃 ‘PAH) 作为 分 析 物 研究 此 整体 柱 的 提取 性 能 。 

将 两 种 固定 相合 成 在 一 根 整体 柱 中 ， 还 可 以 得 到 新 型 双 相 整体 柱 。Karenga 等 uM 改进 了 
双 相 整体 柱 ， 一 段 为 聚 蔡 甲 基 丙烯 酸 甲 酯 整体 柱 ， 男 一 段 为 聚 丙 燃 酸 十 八 酯 整体 柱 ， 两 种 均 
具有 亲 水 性 。 改 变 两 种 固定 相 的 长 度 比 例 ， 可 控制 电 渗流 的 变化 结果 ， 如 图 8-18 所 示 。 


直 充 NMM 电 毛 绩 彰 段 长 床 罗 比例 
od OFS “OS. "O25 p00 
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填充 ODM 了 的 毛细 答 段 长 虚 的 比例 








” 10em NMM 3 i 
+lQcm ODM 2 
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min fn 
双 相 整体 柱 ODM/NMM 固定 相合 成 长 度 比例 对 溶质 保留 因子 的 影响 
色谱 峰 : 1 一 茶 甲 醛 ，2 一 茶 基 且 ; 3 一 硝 基 茶 ; 4 茶 ; 5 一 间 硝 基 茶 
毛细 管 柱 : 长 度 27cm， 有 效 长 度 20cm， 内 径 100hm 
流动 相 : lmmolL 磷 酸 盐 缓冲 液 (PH=7.0) -50% 乙 且 
运行 电压 : 20kV 
硫 脲 为 EOF 标 记 物 


第 四 闻 ”加 压 毛 细 管 电 色 谱 


“纯粹 ”的 电 色谱 在 实际 应 用 时 有 着 天 然 的 弱点 ， 即 在 电流 通过 毛细 管 柱 中 的 流动 相 时 
容易 产生 气泡 和 干 柱 (焦耳 热 作 用 )， 从 而 使 电流 中 断 和 电 渗 流 停 止 , 毛细 管 柱 必须 重新 用 流 
动 相 润 湿 后 方 能 再 次 使 用 。 加 压 毛 细 管 电 色谱 (PCEC) 将 高 压 和 到 和 进 样 阀 引入 到 CEC 中 ， 
从 而 进一步 拓展 CEC 的 优势 ， 不仅 解决 了 气泡 、 干 柱 等 问题 ,而 且 实 现 了 定量 阀 进 样 和 二 元 
梯度 洗 脱 0% 由 。pCEC 具有 电 渗 流 和 压力 流 双 重 驱 动力 ， 同 时 包含 了 高 效 液 相 色谱 和 电 色 谱 
的 分 离 机 理由 4 ， 既 具有 高 柱 效 的 优点 ， 同 时 又 由 于 压力 的 引入 ， 分 离 过 程 受 pH 值 和 缓冲 液 
的 限制 相对 减 小 ， 既 可 分 离 电 中 性 物质 ， 又 能 选择 性 地 分 离 带 电 物 质 ， 对 复杂 样品 显示 了 极 
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大 的 分 离 潜力 。 
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在 pCEC 分 离 过 程 ， 














提高 检测 的 灵敏 度 ; pCEC 是 





压力 与 电压 同时 作为 样品 用 
压力 增 大 的 情况 下 可 以 使 用 较 粗 管 径 的 毛细 管 而 使 焦 目 


| 





柱 管 中 输 运 的 


























jy 











包 动 分 离 与 液 相 











高 分 辨 率 、 快速 分 离 的 特点 , 在 一 台 仪 器 








它 的 溶剂 和 样品 的 消 




















药物 分 析 、 环 境 保护 、 食 品 





耗 量 只 有 液 相 色谱 的 万 分 之 一 。 
































安全 、 化 学 化 工 等 领域 得 





一 、pCEC 的 基本 原理 

















流 (EOF)， 在 使 

















同 CE、CEC 一 样 ，pCEC 的 主要 驱动 力也 是 
同一 根 毛细 
得 更 高 的 柱 效 。CEC 中 一 般 进口 端 为 高 














上 可 同时 实现 


场 在 填料 表面 和 毛细 
























































到 了 广泛 的 应 用 " 


羽 此 ，pCEC 在 生命 科学 、! 


3] 













































































管 色谱 柱 的 情况 下 ，pCEC 可 比 微 径 高 效 液 相 





























电势 ， 出 口 


端 











为 低 





电势 ，EOF 














动力 , 因此 在 电压 减 小 、 
F 热 不 至 于 太 大 ,可 以 使 检测 光 程 加 长 ， 
色谱 技术 的 理想 结合 ， 具 有 高 柱 效 、 高 选择 性 、 
pCEC、CE 和 微 径 液 相 色谱 三 种 功能 ; 
医药 研究 、 


管内 表面 产生 的 电 渗 
色谱 (CunHPLC) 获 
页 着 电场 方向 流动 ， 























于 进口 端 连接 的 是 进 样 阀 和 泵 系统 ， 为 了 保护 操作 人 员 安 全 ， 通 常 进口 端 接 地 ， 出 口 端 接 负 高 





压 。 但 pCEC 也 可 在 1 





! 口 端 接 正极 ， 在 EOF 小 于 压力 流 的 ' 












































青 况 下 ， 可 使 EOF 反 向 运行 ， 改 变 


不 同 物质 的 出 峰 顺 序 和 选择 性 等 ， 这 是 其 他 分 离 技术 如 CE、CEC、HHPLC 都 无 法 实现 的 。 























pCEC 





无 法 实现 梯度 洗 脱 的 问题 。Yan 
用 两 个 微 流 泵 输送 溶液 并 经 混合 阀 混合 , 在 pCEC 村 
二 元 微 流 泵 系统 可 
脱 。 整 个 系统 通过 电 驱 动 与 压力 驱动 相 结合 ， 可 运用 





2100)。 此 系统 主要 
力 来 抑制 气泡 的 产生 ; 











范围 




















了 其 分 离 能 力 和 应 ) 


[116] 
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As [114,115 
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nh 

















问题 ， 





在 pCEC 中 ， 压 力 流 的 使 
克服 了 CEC 和 CE: 
差 等 缺点 。Hugener 等 5、 

















使 其 能 应 用 于 复杂 样品 























另 一 个 重要 的 驱动 力 是 压力 流 ， 它 可 抑制 分 离 过 程 中 产生 的 气泡 ， 解 次 了 CEC 
建立 了 一 套 加 压 梯度 洗 脱 电 色谱 系统 (TriSep 














压力 和 
的 分 析 











117] 
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可 引入 HPLC 中 的 六 

















流体 力学 进 样 、 重 力 进 样 等 常规 进 样 方式 造成 的 寻 
Yao 等 由 I 以 及 Nakashima 等 


术 可 增加 进 样 的 准确 度 、 减 少 样品 扩散 及 柱 外 效应 ， 





操作 起 来 有 一 定 难 度 ， 采 / 
在 pCEC 中 分 流 系 统一 般 采 
变 大 时 ， 分 流 因 反 压 不 变 ， 毛 细 管 村 














人 











j 进 样 后 分 流 可 避免 这 些 困 
] 反 压 阀 和 限 流 柱 。 反 压 阀 提供 恒定 的 反 压 ， 
中 的 流动 相 流速 也 不 变 ， 但 进 样 量 会 变 小 。 限 流 柱 可 以 











通 进 样 











进口 端 提 供 
通过 程序 控制 两 种 流动 相 的 混合 比例 ， 实 现 梯 度 洗 
昌 压 两 个 参数 来 调节 分 离 ， 拓 宽 
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是 填充 柱 或 空 毛 引 





于 只 起 到 分 流 作用 ， 一 








三 志 4 











管 即 可 。 反 压 阀 和 限 流 柱 可 单独 


二 、 仪 器 构造 





pCEC 主要 包括 溶剂 输送 模块 、 进 样 阀 模 块 、 
分 别 为 TriSep-2010 CEC 系统 的 外 观 和 结构 图 。 


1. 溶剂 输送 模块 





























使 用 也 可 同时 使 用 。 








型 





构 














难 。 























高 压 电 源 模块 和 检测 模块 等 。 


2 还 设计 了 进 
于 进 样 环 极 小 《只 有 








当 泵 的 ， 











定 的 压 





阀 系 统 ， 从 而 解决 了 定量 进 样 的 
EE 复 性 和 精确 
前 分 流 技术 ， 此 技 
10 一 20nl )， 











度 








总 流速 


股 长 度 为 2m 左右 、 内 径 为 50pm 的 空 毛 细 


图 8-19 和 图 8-20 


在 加 压 毛 细 管 电 色谱 中 ， 流 动 相 是 通过 溶剂 输送 系统 运输 的 。 流 动 相 的 流速 会 影响 竺 分 





离 物 质 的 保留 时 间 ， 所 以 对 加 压 毛细 管 电 色 谱系 统 来 
稳定 的 溶剂 输送 系统 才能 保证 分 析 结 果 的 可 靠 性 和 重复 性 。 
管 电 色谱 中 的 溶剂 输送 系统 与 普通 液 相 色谱 ! 
细 管 色谱 柱 的 流速 在 每 分 钟 几 百 纳 升级 ， 而 普通 的 液 相 色 谱 泵 无 法 在 如 此 
以 目前 的 技术 ， 制 造 纳 升 级 流速 的 泵 有 较 大 x 

















加 压 毛 旨 










































































说 ， 泵 的 稳定 是 非常 

































































E 度 ， 所 以 加 压 毛 细 管 电 





重要 的 ， 因 为 只 有 


的 溶剂 输送 系统 很 相似 。 

















于 毛 








氏 的 流速 下 





保持 恒 











色谱 的 系统 ， 


运用 
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加 压 毛细 管 电 色谱 仪器 





9 TriSep-2010 CEC 系统 的 
1 一 流动 相 储 液 槽 1，2 一 流动 相 储 液 模 2; 3 一 聚 四 氟 乙 烯 管 ， 4 一 和 汞 2; 5 一 和 泵 1; 6 一 微 混 合 器 ; 7 一 四 通 微分 流 阀 ; 








8 一 六 通 阀 :9 一 背 压 调节 器 ;10 一 色谱 柱 ，11 一 检测 器 ;12 一 
14 一 高 压 电 源 ，15 一 废 液 1，16 一 电极 ，17 一 




















结构 图 





接地 电极 ; 13 一 电线 ; 
废 液 2 
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男 外 ,加 压 毛 细 管 电 色谱 可 以 如 HPLC 一 样 ， 实 现 梯 度 洗 脱 ， 由 于 两 个 泵 的 流速 都 很 小 ， 























所 以 其 混合 ee 一 般 选 择 的 混 
2. 进 样 阀 模块 

















瞄 





















































合 器 体积 为 10 一 50hl。 


理想 的 pCEC 进 样 模式 的 要 求 是 非常 有 挑战 性 的 。 它 需要 适应 10nl 级 进 样 量 、 
的 重复 性 和 可 靠 性 、 尽 量 缩小 其 对 柱 外 峰 展 宽 的 贡献 ， 并 且 需 要 实现 自动化。 同时 ， 





























有 恨 好 
柱 前 分 




















or 0 普 柱 进 样 量 的 超载 ， 通 过 调节 分 流 比 和 定量 环 可 以 控制 进 样 量 。 准 确 的 进 样 量 可 














通过 非 保 留 化 合 物 出 峰 时 间 和 毛细 管内 径 计 算得 出 。 
高 压 电 源 模 块 
PCEC 系统 中 具有 双重 驱动 力 压 力 流 和 电 渗 流 (CEOF)， 压 






































渗流 则 由 高 压 电 源 模块 提供 ， 通 过 在 毛细 管 色谱 柱 两 端 施加 
























































压力 流 由 溶剂 输送 模块 提供 ， 电 
BE 压 形 成 。 高 压 电源 模块 一 般 可 






































提供 -30 一 +30kV 的 稳定 电压 ， 电 压 的 正 负 端 可 以 根据 需要 自由 选择 。 通 过 调节 电压 和 压力 
的 比例 ， 还 可 以 调节 被 分 离 混合 物 的 选择 性 、 柱 效 和 分 析 速 度 。 








4. 检测 器 模块 























pCEC 的 检测 器 有 很 多 种 ， 紫 外 (UV-Vis) 检测 器 是 其 中 最 为 常见 的 检测 器 ， 激 光 诱 导 





荧光 〈LIF) 检测 器 、 电 化 学 检测 器 、 质 谱 〈MS) 检测 器 等 都 实现 了 与 加 压 毛 细 管 电 





色谱 的 


改 | 溃 
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联 用 。 

三 、 加 压 毛 细 管 电 色 谱 多 维 分 离 技 术 

魏 娟 020 等 建立 了 毛细 管 等 电 聚 焦 (CIEF) /pCEC 二 维 联 用 平台 ， 其 结构 见 图 8-21。 第 
一 维 建 立 的 一 步 法 CIEF 可 方便 样品 的 迁移 ， 使 二 维 过 程 更 易 行 。 第 一 维 毛 细 管 柱 末 端的 电 
隔离 槽 装置 方便 样品 的 收集 , 也 保证 了 实验 的 安全 性 。 以 BSA 的 胰 和 蛋白酶 解 肽 段 对 该 二 维 平 
台 进 行 评价 ， 通 过 全 多 维 分 析 共 检测 到 大 约 300 个 肽 段 ， 理 论 峰 容量 约 为 36000。 比 单 维 分 
离 的 方法 总 峰 容 量 和 整体 分 离 能 力 都 得 到 了 很 大 的 提升 。 将 CIEF/pCEC 二 维系 统 应 用 在 人 血 
红细胞 破碎 液 CHRBCL) 的 和 蛋白质 和 酶 解 多 肽 的 图 谱 构 建 中 ， 建 立 了 可 靠 的 CIEF/pCEC 离 
线 分 离 体系 。 此 后 ， 该 研究 组 502 以 电 隔离 槽 和 六 通 阀 作为 接口 搭建 了 CIEF 与 pCEC 在 线 二 
维 联 用 平台 ， 并 用 BSA 酶 解 多 肽 进行 评价 。 同 时 将 其 应 用 在 HRBCL 及 其 胰 蛋 白 酶 裂解 液 的 
研究 中 ， 证 明 该 系统 不 仅 可 以 用 于 复杂 多 肽 样品 的 分 离 ， 而 且 对 复杂 的 生物 大 分 子 也 可 以 实 
现 很 好 的 分 离 。 
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虚 滚 












CC Xe 


反 直 | 色谱 柱 2 ”分 流 四 带 








在 线 二 维 加 压 毛 细 管 电 色谱 系统 





























强 阳 离子 交换 色谱 (SCX) /pCEC 被 用 在 中 药 黄柏 提取 物 的 分 离 中 心 :。 该 研究 中 第 一 维 
h-SCXLC 采用 线性 盐 梯 度 分 离 ， 样 品 被 切割 成 11 个 馏分 ， 洗 脱 收集 后 进入 第 二 维 ， 第 二 维 
脱盐 后 ， 采 用 RP-pCEC 进行 分 离 分 析 ， 梯 度 洗 脱 。 以 中 药 黄柏 提取 物 为 样品 ， 此 二 维系 统 的 
分 辩 率 和 峰 容 量 都 较 一 维系 统 有 很 大 提高 ， 理 论 峰 容量 可 达 900 左右 ， 证 明 构 建 的 二 维 体系 
非常 适合 复杂 样品 的 分 离 分 析 。 

吴 游 等 02 构建 了 两 种 亲 水 性 液 相 色谱 和 反 相 加 压 毛 细 管 电 色谱 二 维系 统一 一 氟 基 液 相 
色谱 - 反 相 加 压 毛 细 管 电 色谱 (CN-LC/RP-pPCEC) 和 氮 基 液 相 色谱 - 反 相 加 压 毛 细 管 电 色 谱 
CAmide-LC/RP-pPCEC)。 第 一 维 亲 水 色谱 分 别 选用 握 基 和 和 毛 基 两 种 亲 水 模式 色谱 柱 ， 流 动 相 
采用 甲醇 -水 体系 ; 第 二 维 采 用 反 相 Cis 色 谱 柱 ， 流 动 相 采用 乙 且 - 水 体系 。 利 用 三 种 色谱 柱 对 
不 同 极 性 物质 分 离 能 力 带 来 的 互补 性 和 正 交 性 ， 不 同 流动 相 带 来 的 选择 性 ， 在 离线 收集 浓缩 

























































































































































































































































































的 方法 解决 两 维 流动 相 匹 配 问题 的 基础 上 ， 构 建 了 两 种 离线 CN-LC/RP-pCEC 和 
Amide-LC/RP-pCEC 二 维 联 用 模式 ,并 用 于 复杂 样品 BSA 酶 解 液 和 人 血清 酶 解 液 的 分 离 分 析 ， 
峰 容量 达到 了 600~~700。 他 们 也 构建 了 反 相 加 压 毛 细 管 电 色 谱 和 反 相 液 相 色谱 -离子 阱 质谱 
(RP-pCEC/RP-LC-LTQ) 二 维 分 离 系 统 。 考虑 到 多 肽 类 物质 在 不 同 pH 下 在 反 相 色谱 上 保留 情 
况 不 同 ， 第 一 维 RP-pCEC 采用 碱 性 流动 相 ， 第 二 维 RP-LC 采用 酸性 流动 相 ， 且 第 二 维 直 接 
与 LTQ 质谱 相连 ， 用 于 肝 硬 化 病人 蛋白质 组 学 研究 。 此 二 维 体系 可 鉴定 出 人 血浆 酶 解 液 ! 
4760 个 非 元 余 肽 段 。 正 常人 和 肝 硬 化 病人 的 血浆 中 均 鉴定 出 100 个 以 上 的 蛋白 , 并 找到 了 31 
个 差异 蛋白 。 












































































































































































































































第 五 节 ”毛细 管 电 色 谱 的 应 用 

一 、 毛 细 管 电 色 谱 在 生物 样品 中 的 应 用 

生物 大 分 子 是 生命 科学 研究 的 基础 内 容 和 重要 组 成 部 分 ， 毛 细 管 电 色谱 作为 一 种 具有 双 
重 分 离 机 理 的 分 析 方 法 ， 在 生物 分 子 的 分 离 分 析 方面 具有 独特 的 优势 。 其 应 用 主要 集中 在 氮 
基 酸 、 多 肽 和 蛋白 质 以 及 核酸 等 生物 样品 中 。 

1. 氨基 酸 的 分 析 

目前 UV-Vis 和 LIE 仍然 是 电 色 谱 (CEC) 和 加 压 毛 细 管 电 色 谱 (pCEC) 最 常用 的 检测 
方法 。Ru 等 (利用 pCEC-UV-Vis 的 方法 对 和 氨基酸 进行 分 析 检 测 。 使 用 反 相 C18 填充 毛细 管 
柱 〈375umX 130mmxX3hm)， 利 用 50mmolL 乙酸 钠 Le =6.4) 和 离子 对 试剂 (N,N- 二 甲 基 
1 酰胺 ) 分 离 了 18 种 氨基 酸 的 衍射 物 ， 结 果 见 图 8-22。 通过 加 压力 流 ,使 得 RSD 小 于 2.5%。 
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EE: 


18 种 氨基 酸 的 加 压 毛 细 管 电 色谱 图 


2. 多 肽 和 和 蛋白质 的 分 析 
用 毛细 管 电泳 (CE) 分 析 和 蛋白 质 ， 最 主要 的 困难 是 和 蝇 白质 上 玖 水 基 团 和 阳离子 基 团 与 毛 
细 管 硅 羟 基 作 用 导致 蛋白 质 在 毛细 管 壁 的 吸附 ， 抑 制 蛋 白质 和 多 肽 在 毛细 管 壁 上 吸附 是 分 析 
蛋白 质 和 多 肽 的 最 主要 的 挑战 。 目 前 有 多 种 方法 抑制 蛋白 质 在 管 壁 上 的 非特 异性 吸附 ， 如 高 
或 低 的 pH 值 ， 较 大 的 电解 质 浓度 。 其 中 最 主要 的 是 有 动态 涂 层 〈 在 缓冲 液 中 加 入 小 分 子 和 
杀 水 性 高 聚 物 ) 和 永久 涂 层 〈 包 括 与 毛细 管内 壁 共 价 结 合 和 物理 吸附 ， 如 聚 丙烯 酰 胶 ，PVA， 
PEG 或 纤维 素 ) 。 
聚 腕 和 阴离子 聚 酸 、 聚 乙烯 磺 酸 5 可 以 有 效 抑制 蛋白 质 在 石英 毛细 管 上 的 吸附 。 简 单 的 
动态 吸附 可 以 在 10mmolL 的 磷酸 缓冲 盐 中 添加 2mmolL 的 CTAB， 反 转 EOFE 〈 见 图 8-23 )， 
并 且 抑制 酸性 和 碱 性 蛋白 质 和 多 肽 的 吸附 27。 
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改 | 小 


| 220 | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 














半 永 久 的 非 共 价 的 石英 毛细 管 也 可 以 用 N,N- 双 十 二 烷 基 N,N- 二 甲 基 省 化 铵 (I 反 转 EOF 
和 抑制 碱 性 蛋白 质 在 酸性 条 件 下 的 解 离 ， 这 种 方法 可 抑制 蛋白 质 和 多 肽 潜在 的 吸附 。 目 前 商 
品 化 的 双 层 动态 的 涂 层 ， 如 CEoFix kits， 可 以 在 CE 模式 上 用 于 多 肽 分 离 。 共 价 键 涂 层 单 
的 1-(4- 础 代 丁 基 )-4- 所 杂 -1- 偶 氮 二 环 [2.2.2] 学 烷 碘 化 物 用 于 阳离子 的 涂 层 ， 可 强烈 地 抑制 多 
肽 和 蛋白 质 吸 附 ， 并 且 可 以 非常 快速 、 高 效 地 反 转 EOF022。 
蛋白 质 和 多 肽 在 塑料 微 流 控 芯 片上 的 吸附 也 很 严重 ， 这 是 和 蛋白质 的 疏水 基 团 与 疏水 的 内 
表面 强烈 作用 所 致 。 一 种 PEG 功能 化 的 酸性 共聚 物 塑料 微 流 探 芯 片 可 以 不 经 过 表面 处 理 分 离 
FITC 标记 的 蛋白 ， 柱 效 达 到 理论 塔 板 数 47000m !, 在 3.5cm 分 析 通 道上 , 分 析 时 间 小 于 40s029。 
通过 使 用 聚 阳 离子 聚 胺 和 阴离子 聚 酸 ， 聚 乙烯 磷酸 的 双 层 和 多 层 的 涂 层 也 可 制 得 动态 和 永久 
的 毛细 管 涂 层 号 9。 

填充 了 强 阳离子 固定 相 的 CEC 被 用 于 分 离 昆 虫 的 蛋白 质 的 混合 物 中 "1, 结果 见 图 8-24。 
对 9 种 多 肽 在 7cm 的 毛细 管 柱 上 10min 内 达到 了 基线 分 离 。 加 压 毛 细 管 电 色 谱 可 以 进行 梯度 
洗 脱 ， 流 动 相 被 EOF 和 压力 流 共 同 推 动 ， 可 以 改善 中 性 和 带电 物质 的 分 离 度 和 选择 性 。 使 用 
3hm 的 C18 反 相 硅胶 颗粒 ，CEC 也 被 用 于 分 离 中 性 的 赛 肽 号 3 。 


































































































































































































































































































































































































4x10r+ 

2x10 
三 -2x107+1 
区 
Cc 
是 = 0 可 

6x10 11 

0 1 2 3 4 5 3 4 6 8 10 
IAB 深度 :tmmoli[.》 timin 
CTAB 对 电 渗流 方向 的 九 种 昆虫 抑 卵 肽 毛细 管 
逆转 和 抑制 蛋白 吸附 作用 电 色 谱 上 的 分 离 











整体 柱 也 被 用 于 分 离 多 肽 和 其 他 分 析 物 。 在 优化 流动 相 〈 组 冲 盐 种 类 、 离 子 强度 、CAN 
比例 ) 后 ，Fréchet 等 (3 对 10 种 多 肽 和 细胞 色素 C 裂解 液 的 分 析 中 到 达 了 160000 的 理论 塔 
板 数 。Rassi 等 5 利用 丙烯 酸 十 八 酯 和 三 甲醇 丙烷 三 甲 基 丙 烯 酸 酯 作为 致 孔 剂 ,使 用 环 已 醇 、 
乙 二 醇和 水 的 三 元 致 孔 剂 制备 的 整体 柱 来 分 析 座 菌 酶 和 细胞 色素 C 的 胰 和 昌 白 酶 水 解 物 。Gnu 
等 (LMI 采 用 聚 甲 基 丙烯 酸 的 毛细 管 整体 柱 也 分 离 和 鉴定 了 三 种 训 藻 毒素 。 

Pesek 等 11 制备 开 管 毛细 管 (OT-CEC), 在 300~400'C, 氟 化 氧 贸 的 存在 下 处 理 毛 细 管 ， 
使 毛细 管内 壁 表 面积 增 大 1000 倍 , 一 定 程度 上 改善 了 开 管 柱 的 低 容 量 , 并 且 改 性 后 的 毛细 管 
的 表面 特性 不 同 。 他 们 在 化 学 改 性 后 的 毛细 管 壁 上 键 合 Cis 或 者 胆固醇 后 再 与 ESI-MS 联 用 ， 
高 效 分 离 了 9 种 多 肽 荷尔蒙 和 细胞 色素 C。 
利用 毛细 管 等 电 聚 焦 (CIEF) 与 加 压 毛 细 管 电 色谱 (pCEC) 具有 正 交 的 分 离 机 理 ， 魏 
娟 5 搭建 了 CIEF/pCEC 二 维 分 离 系 统 ， 该 二 维 体系 从 样品 的 等 电 点 、 政 水 性 、 分 子 量 和 
带电 荷 情况 等 方面 进行 多 重 定位 ， 实 现 了 对 复杂 和 蛋白质/ 多肽 样品 的 高 效 全 多 维 分 析 ， 结 果 
见 图 8-25 。 





































































































































































































1 





















































Dl 






























































































































































































































































第 八 章 























3. 核酸 及 其 他 生物 
核 苷 酸 具 有 























高 极 性 和 亲 水 诉 


一 
10 15 20 
PO 和 洲 税 时 间 ;min 


[图 8-25 
样品 的 分 析 








30 


BSA 酶 解 多 肽 在 线 CIEF/pCEC 分 离 





E， 导 致 其 在 反 相 色谱 柱 上 几乎 不 保留 ， 在 pCEC 模式 下 制备 














的 用 赖 氨 酸 -y-(2.3- 环 氧 丙 氧 ) 丙 基 
酸 产生 静电 吸附 , 结合 电泳 


式 , 可 以 跟 核 苷 
Huang 等 U0 利用 
的 分 子 印记 毛细 














9- 乙 基 

















分 析 物 : 0 


核酸 、 核 并 和 核 




















4 酸 在 生命 过 程 中 
石英 毛细 管 的 内 部 合成 了 键 合 有 3-(2 
发 现 其 选用 的 NH 一 CH; 一 CH 一 NH3 

















1 氧 其 








车 硅烷 改 性 后 的 多 孔 硅 胶 整 体 柱 具 

















采 留 机 制 

















日 其 





腺 嗓 叭 、 甲 基 丙 炳 酸 、 








管 柱 ， 识 别 效率 很 高 。 


emin 


核 背 酸 样品 在 两 性 整体 柱 上 的 分 离 




















本 ; 1 一 5-UMP; 
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乙 二 醇 二 








压 力 : 6.8 MPa 





























- 氨 酸 乙 基 ) 丙 基 配 基 的 硅胶 整 


可 用 于 核 昔 酸 的 分 离 0?， 
基 丙 烯 酸 酯 和 引发 剂 制 


强度 :mY 

















有 两 性 离子 模 
结果 见 图 8-26。 
备 了 核 背 酸 



































分 离 条 件 : 57cm (有 效 长 度 37cm) X75hm 
流动 相 : 10mmol/L TEA 缓冲 液 (pH =6.5 )， 
含有 75% 乙 且 


流 速 : 0.1ml/min 
检测 波长 : 254 nm 


2—5-IMP; 3 一 5-IMP; 4 一 5-CMP; 5 一 5-GMP 


(有 重要 的 作用 。Huang 等 "通过 溶胶 - 凝 胶 在 熔融 




























































































类 物质 的 pCEC 研究 中 ， 
很 大 程度 地 提高 了 对 核 蔡 酸 的 分 离 效 果 。 

Xie 等 U2 利用 氯 甲酸 乙 酯 作为 衍生 化 试剂 ， 
定 尿 样 中 内 源 性 代谢 物 的 pCEC 方法 ， 结 果 见 
正常 老鼠 尿 液 的 代谢 图 谱 相 差 很 大 。 

4. 其 他 生物 样品 

张 蜂 等 nl 采用 固 相 微 禁 取 和 加 压 毛 细 管 电 























体 柱 并 
可 和 铁 离子 形成 复合 物 ， 从 而 


利用 pCEC 进行 代谢 





将 其 应 用 在 核酸 











组 学 的 研究 ， 建 立 了 测 














图 8-27， 证 实 高 能 量 摄食 而 导致 肥胖 





的 大 鼠 和 











色谱 


(pCEC) 方法 测定 水 中 痕 











量 丙 烯 酰胺 。 
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改 | 小 
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以 活性 火 吸 附和 富 集 样品 中 的 丙烯 酰胺 ,获得 约 60 倍 的 富 集 效率 。 茜 取 洗 脱 液 进一步 用 配 有 
紫外 检测 器 的 加 压 毛 细 管 电 色 谱 仪 进行 测定 。 李 博 祥 等 上 ”采用 了 加 压 毛细 管 色谱 建立 了 一 种 
高 效 、 简 便 的 糖 皮质 激素 分 析 方 法 ， 适 用 于 头发 中 糖 皮 质 激素 的 检测 ，8 种 糖 皮 质 激 素 实现 
了 快速 分 离 ， 结 果 见 图 8-28。 











































































































本 ee 


1 上 4 上 上 1 TE SW 
10 153 20 25 30 35 40 12 18 24 30 36 42 








Wmin tmin 
(a) (b) timin 
区 2 正常 大 鼠 尿 液 ( a ) 和 医 攻 2 本 8 种 糖 皮质 激素 的 电 色谱 图 


肥胖 大 鼠 ( b ) 尿 液 的 色谱 图 


玛 尔 江 。 巴 哈 提 别克 等 上 5 建立 了 鸡蛋 样品 中 四 环 素 类 农药 多 残留 同时 检测 的 加 压 毛细 管 
电 色 谱 分 析 方 法 。 以 二 氯 甲 烧 为 沉淀 剂 ， 处 理 鸡 蛋 样品 ， 并 运用 加 压 毛 细 管 电 色谱 法 进行 快 
速 检测 。 李 新 燕 等 049 以 甲 基 丙烯 酸 丁 酯 (BMA) 和 3-{N3,N- 二 甲 基 -[2-(2- 甲 基 丙 -2- 烯 酰 氧 基 ) 
基 ] 贸 } 丙 烷 -1- 磺 酸 内 盐 (SPE) 为 单 体 ， 制 备 了 新 型 的 亲 水 作用 毛细 管 整体 柱 ， 并 用 于 分 
析 奶 制品 中 的 三 聚 氰 胶 。 

二 、 毛 细 管 电 色谱 在 药物 分 析 中 的 应 用 

1. 中药 分 析 
! 药 由 于 组 成 复杂 ， 高 效 分 离 是 研究 其 药 效 物 质 基 础 至 关 重 要 的 一 步 。CEC 用 于 中 药 分 
离 研 究 日 益 广 泛 ， 表 8-3 给 出 了 最 近 几 年 CEC 技术 在 中 药 分 析 的 应 用 。 


pCEC 技术 在 中 药 分 析 中 的 应 用 
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样品 分 析 技 术 色谱 柱 填料 分 离 条 件 参考 文献 
济 动 相 . 演 沉 . 去 。 EE 
黄柏 pCEC Cs 流动 相 : A. 20mmol/L NH4CI 溶液 ; B. 乙 且 ; 电压 [147 
12kV 
流动 相 : 8mmol/L NaHPO4:、8mmolL Na;HPO, 溶液 
CEC 整 148 
棉花 、 樟 Pp 整体 柱 (pH=8.02);， 电 压 ，12kV [ 
流动 相 : A. 水 -0.02% TFA; B. 95% 甲 醇 -5% 水 
红 伦 PE Cis -0.02%TFA; 电压 ，5kV [142 
流动 相 : A. 水 -0.02% TFA; B. 95% 甲 醇 -5% 水 
| 
川 写 poEC Cs -0.02%TFA; 电压 ，-10kV De 
流动 相 : A. 水 -0.05% TFA; B. 35% 甲 醇 -65% 乙 且 
本 
银 碍 PEE Cis -0.05% TFA; 电压 ，6kV Ese 
基 丙 烯 酸 酶 流动 相 : A. 20mmol/L NaH2PO4 (pH=4.95); B. 乙 
CEC ‘ 151 
ee : 整体 柱 有 睛 ， 电 压 ，-25kV [ 
聚 甲 基 丙 烯 酸 a 
冬 虫 CEC 人 、 流动 相 : 20 WL 硼砂 水 溶液 (pH=3.5); 电压 , 15kV 152 
夏 草 p 丁 栈 整体 杜 流动 相 : 20mmo 戎 砂 水 溶液 (p 压 [ 
流动 相 : 2mmolL 三 乙 胺 +4mmolL 乙酸 -乙酸 铵 溶液 
冬虫夏草 pCEC Cis CpH=5.3)，3% 乙 且 为 添加 剂 ; 采用 步 进 电压 (0~5min,， [153 
20kV; 5~12min, 20kV—»30kV; 12~20min, 30kV) 
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样品 分 析 技 术 色谱 柱 填料 分 离 条 件 参考 文献 
we 流动 相 : 乙 且 - 缓冲 液 (g=50/50，pH= 
四 流动 相 : 乙 有 睛 -25mmolL 乙酸 = p 
暗中 世 PE el 4.5);， 电压 ，25kV Eo 
流动 相 : A. 乙酸 -乙酸 钠 缓冲 溶液 (0.1mol/L NaAc+ 
0.3mol/L HAc，pH=4.5) 或 TAE 绥 冲 溶液 (Tris 浓度 为 
大黄 PE 0.1mol/L，EDTA 浓度 为 0.001mol/L， HAc 调节 pH [ss 
值 至 8.0); B. 乙 且 ; 电压 ，-3kV 
er 。 流动 相 ， 乙 且 -10mmolL Tris-1SmmolL 硼砂 〈pH=8.2) 
未 聚 丙 烯 宏 束 Xk 二 
北 五 味 子 PE 聚 丙 烯 酰胺 整体 柱 (yjy_30y70)， 电 压 ，22.5kV (10 
莹 芦 醇 pCEC C18 流动 相 ; 乙 膊 -水 (g=60/40);， 电压 ，15kV [157 
复方 丹参 流动 相 : 甲醇 -2mmolL 磷酸 缓冲 液 (gpg=30/70) (pH= 
注射 液 RE GI 3.0); 电压 ，-8kV Hs 
2. 手 性 分 离 





mn 

















FF 性 化 合 物 的 分 离 对 药物 的 研发 有 着 重要 的 意义 。 CEC 和 pCEC 已 成 为 手 性 药物 拆 分 的 有 
效 手段 。 大 多 实验 室 在 利用 CEC 或 pCEC 进行 手 性 分 离 时 ， 是 通过 修饰 、 改 变 或 合成 新 的 手 
性 固定 相 并 优化 电 色 谱 条 件 来 达到 提高 分 离 效 率 的 目的 的 。 常 见 的 CEC 和 pCEC 手 性 分 离 介 
质 大 体 可 分 为 两 类 : 专属 型 的 手 性 固定 相 和 通用 型 的 手 性 固定 相 。 专 属 型 的 手 性 固定 相 一 般 是 
十 对 某 一 药物 或 某 一 结构 类 型 而 设计 的 ， 多 采用 将 对 映 体 中 的 左旋 或 右 旋 分 子 ， 如 蔡 普 生 、 布 
洛 芬 、 佐 米 曲 普 坦 等 ， en 
以 此 实现 该 类 结构 的 化 合 物 对 映 体 的 手 性 识别 和 拆 分 。 另 一 类 是 通用 型 的 手 性 固定 相 ， 这 一 

手 性 固定 相 可 用 于 同时 拆 分 多 种 结构 类 型 的 对 映 异 构 体 , 如 环 糊 精 、 万 古 霉 素 、 去 .用 万 十 短 素 、 
磺 化 多 糖 、 卵 白 素 等 。 表 8-4 给 出 了 近 几 年 应 用 CEC 和 pCEC 进行 手 性 拆 分 的 具体 实例 。 


CEC 或 pCEC 技术 在 手 性 药物 拆 分 中 的 应 用 
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样品 色谱 柱 填料 分 离 条 件 参考 文献 
RE 基 丙 烯 酸 甘 油 酯 (GMA)〉 和 双 流动 相 : 乙 且 -9mmolL 磷酸 盐 缓 冲 
-羟基 - 茶 异 丙胺 天 A DR 
人 (六 -0- 丁 烯 二 酸 单 酯 )-B- 环 糊 精 溶液 (pH=4.2) (p=60/40); 电压 , 20kV 159] 
士 培 福 林 大 单 (六 -0- 甲 基 丙 烯 酸 酯 )- 环 糊 精 流动 相 : 5mmolL NaH,PO, -NaHPO4 
吉 培 福 林 对 映 体 ccD) Cpl22.5)， 噶 诗 ,20kY 160] 
1- 甲 基 -3- 茶 基 丙 胺 对 映 ee 流动 相 : 乙 且 -5mmolL 磷酸 盐 体 系 
体 泾 两 基 -B- 环 糊 精 《HP-B-CD) 溶液 (pH=7.6)(g=60/40); 电压 , 10kV Lo 
Er ee a 流动 相 : 乙 有 请 -10mmolL 磷酸 盐 体 
西 律 对 映 体 羟 丙 基 -B- 环 糊 精 (HP-B-CD) 系 (pH=2.5) (p=50150)， 电 奈 ，10kV 162] 
[二 窟 雪 键入 平 桂 救 休 村 流动 相 : 5mmol/L NaH2PO4 (pH= 
罗 格 列 酮 伊 瑞 霉 素 键 合 手 性 整体 柱 3.05)， 电 压 ，_10kV 163] 
,人 a -有 流动 相 : 5mmol/L NaHPO4 (pH= 
地 匹 福 林 对 映 体 基 丙 烯 酸 甘油 酯 -B- 环 糊 精 50)， 电 压 ，17kV 164] 
a 基 丙 烯 酸 甘 油 酯 (GMA) 和 双 流动 相 : 乙 且 -5mmolL 磷酸 盐水 深 
直 丙 A 安 司 区 
盐酸 安 非 他 一 对 映 体 (六 -0- 丁 烯 二 酸 单 酯 ) -B- 环 糊 精 液 (pH=4.2) (po=70/30); 电压 ，15kV 3 
六 云 站 条 去 
自 香 放 rn 流动 相 : 乙 有 睛 -5mmoyL NH4COOH 
安居 有 ”全 入 休 生 本 化 考生 合股 全 溶液 (pH=3.5)(g=70/30); 电压 , 15kV 169] 
流动 相 : 0.2mol/L Tris-0.3molL 异 
特 布 他 林 ， 扑 尔 敏 聚 B- 环 糊 精 ， 凑 甲 基 -B- 环 糊 精 酸 (pH=9.0)，5% (gp) Tween 20; 电 |[167，168] 
压 ，20kV 
环 已 巴 比 妥 ， 甲 基 茶 巴 



































流动 相 : 1S- 
比 妥 ， 华 法 林 ， 托 吡 卡 胺 ，| 。 烯 丙 基 -B- 环 戎 精 | 
布 治 芬 ， 盐 酸 普 茜 洛 尔 i 











改 | 小 
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样品 色谱 柱 填料 分 离 条 件 参考 文献 
取 轮 惊 - 取 必用 a 六 地 a A 
de 聚 轮 烷 - 聚 丙 烯 酰胺 (由 阴阳 离子 - 流动 相 : 甲醇 -水 (gq=50/50) -0.05% 
Sd 环 糊 精 衍生 物 形成 ) AcOH-0.05% TEMED HO 于 和 
盐酸 普 蔡 洛 尔 ， 美 托 洛 基 丙 烯 酸 (0.24mol/L), 三 羟 流动 相 : 乙 且 -4 mol/L 或 2mol/L 172] 
尔 基 丙 烷 三 甲 基 丙 烯 酸 酯 (0.24mol/L) | NH4OAc (pH=3.0) (p=80/20) 
基 丙 烯 酸 〈0.24 一 0.48molL )， 本 
罗 哌 卡 因 ， 甲 哌 卡 因 ， | 流动 相 ， 乙 且 -25mmol/L 砚 酸 或 术 a 
] | 了 4 尝 酸 缓冲 液 
布 比 卡 因 人 0 样 酸 缓冲 液 (pH=2 一 6.5) (p=80/20) 
2 这 a 流动 相 : 乙 且 (g=60%~80%)-(10 一 
- 双 -2,2- 基 丙 烯 酸 ， 乙烯 甲 基 丙 烯 酸 酷 Re 
1,1- 双 -2.2- 蔡 配 币 酸 ， 乙 类 甲 基 丙 燃 酸 楷 | 50mmoyL) 乙 酸 盐 缓冲 液 ; 电压 , 10kV 4 
流动 相 : 乙 且 Co=60% 一 90% )-(10 一 
蔡 普 生 基 丙 烯 酸 ， 乙 烯 甲 基 丙 烯 酸 醋 “| 50mmolL) 乙酸 盐 缓 冲 液 (pH=2 一 5); 175] 
电压 ，15kV 
4- 乙 烯 基 吡 是， 乙烯 甲 基 丙 烯 酸 人 
Ce 流动 相 ; 乙 膊 (gp=40%~80%) - 乙 
洛 了 EE ， 3- :内 烯 两 基 三 也 基 i 
布 洛 芬 栈 ，3-( 基 丙 烯 酰 ) 氧 基 | 酸 盐 缓冲 液 (pH=2.5~5) 176] 
硅烷 
流动 相 : 25mmol/L NHisAc ; 
ke 25mmol/L TEA- 乙 酸 盐 缓冲 液 ， 乙 且 
洛 - 己 烯 基 册 CV . 这 4 
布 洛 芬 4- 乙 燃 基 吡啶 -12.5mmol/L TEA- 磅 酸 缓 冲 液 (pH= | 【7 
3.0) 
ee a 2 N-( 羟 甲 基 ) 丙 烯 酰胺 , 哌 嗪 双 丙 烯 De ee 
萨 立 多 胺 ， 华 法 林 ， 和 氧 A ee 0 流动 相 ， 乙 脐 -三 乙 胶 酷 酸 缓冲 液 | |178 
杀 鼠 灵 ， 非 洛 地 平 磺 酸 ， Es 4 (pH=5) (Gg=15/85) 
华 法 林 ， 延 胡 索 乙 素 ， N,N"- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 ，2-( 甲 基 流动 相 : 40% 乙 且 -4mmolL TEA- 磷 
安息 香 ， 叫 吹 洛 尔 ， 叫 达 | 丙烯 酰 ) 乙 基 三 甲 基 甲 基 硫酸 盐 ， 酸 盐 缓冲 液 (pH=6.8 ); 40% 乙 且 179] 
帕 胺 ， 吡 哗 酮 2,2'- 偶 氮 二 异 丁 且 -4mmol/L 磷酸 盐 缓冲 液 (PH=6.8) 
流动 相 : A， 醇 - 水 或 乙 且 - 水 
氟 叶 聚 甲 基 丙 烯 酸 酯 (gp=80/20); B， 甲 醇 - 乙 且 (p=80/20 180] 
或 20/80) 
流动 各 Ee 
Se 聚 :丙烯 酸 绾 水 廿 油 酮 + 乙烯 流动 相 : 乙 且 - 甲 醇 〈%-90/10 一 
布 洛 芬 ， 葵 普 生 I " 基 丙 烯 酸 缩水 油 酯 + 忆 类 | 50150)， CH3COOH-TEA (70/1) 50~ 181] 
基 丙 烯 酸 酯 ) 
350mmol/L 
葵 丙 氨 酸 ， 栈 氮 酸 ， 色 
氨 酸 ， 丙 氮 酸 ， 赖 氨 酸 ， 聚 ( 甲 基 丙烯 酸 缩水 甘油 酯 + 乙烯 流动 相 : 5mmol/L 磷酸 盐 缓 冲 液 或 182] 
组 氨 酸 ， 精 氨 酸 , 美 西 律 ， 基 丙 烯 酸 酯 ) 硼酸 缓冲 液 (PH=3.5 一 8.5) 
奥 昔 布 宁 毛 化物 
安息 香 四 甲 氧 基 硅烷 ， 聚 (乙烯 乙 二 醇 ) 流动 相 :甲醇 -30mmolL MES 或 Tris 183] 
0.01molL 乙酸 (pH=7.0) (go-30/70) 
Te 流动 相 : 甲醇 - 乙 有 请 -CH3COOH-TEA 
和 寺 布 他 林 ， 沙 利 度 胺 ， Di i 
a 沙 利 度 胺 溶胶 凝 胶 处 理 (Co=80/20/0.110.1)， 乙 且 -10mmoVyL TEA 184] 
息 香 磷酸 缓冲 液 (pH=6.5) (go=20/80) 
流动 相 : 甲醇 -20mmol/L MES (pH= 
安息 香 ， 芬 扑 罗 ， 卡 洛 包 被 于 溶胶 凝 胶 基质 (四 甲 氧 基 | 6)(g=30/70)， 电 压 ，25kV; 甲醇 - 185] 
芬 ， 布 洛 芬 人 硅烷， 乙醇 ，HC1) 硼酸 盐 缓 冲 液 (g=70/30，30/70); 电 
压 ，20kV 
奥 美 拉 唑 ，5- 羟 基 奥 美 卵 白 素 (avidin) 流动 相 : 10mmol/L 乙酸 饼 缓 冲 液 186] 
拉 哗 VR (pH=5.8) -5% 甲 醇 Co); 电压 ，-30kV 
萨 立 多 胺 ， 布 比 卡 因 ， .二 起 雪 束 休 杜 流动 相 : 乙 膊 -0.15%TEAA (pH=4.6) 
华 法 林 万 古老 素 整体 柱 (g=20/80);， 电 压 ，20kV 13 本 
A a : : Ne 流动 相 : 0.2% 缓冲 液 (pH= 
普 蔡 洛 尔 :衍生 化 -8- 环 糊 精 键 合 硅胶 流民 相 : 0.2% TEAA 绥 P 
普 蔡 洛 入 全 茶 基 衍生 化 -B- 环 糊 精 键 合 硅 胶 4.2) -甲醇 〈w-45/55)， 电 压 ，_15kV 188] 
流动 相 ，100mmolL 乙酸 贸 缓 冲 液 
米 氮 平 万 古 霉 素 键 合 硅胶 CpH=6) -H20- 甲 醇 - 乙 膊 (p=5/15/30/ 189] 
50); 电压 ，25kV 


































































































































































































































































































第 八 章 “毛细管 电 色谱 
样品 色谱 柱 填料 分 离 条 件 参考 文献 
| 反 -(1S29)-2-(N-4- 烯 再 氧 基 -3.5- | 流动 相 ， 乙 且 - 甲 酰 (9=80/20)， 合 
人 过 他 洛 尔 ， 利 - 氯 苯 甲 酰 ) 环 氧 己 烷 磺 酸 贸 键 合 硅 | 25mmol/L 甲酸 和 12.5mmolL 2- 氨 基 190] 
人 胶 -1- 丁 醇 ， 电 压 ，17kV 
米 特 罗 
i - 洲 由 亚 直 琢 休 杜 流动 相 : 乙 且 -30mmolL Tris (pH= 
佐 米 曲 善 坦 佐 米 曲 普 坦 整体 柱 5.4)(g=70/30); 电压 ，5kV 191] 
i a 流动 相 ; 乙 有 哺 -TEAA (gp=15/85); 
萨 立 多 有 去 甲 万 古 霉 素 整体 柱 第 奈 2k 192] 
萨 立 多 用 流动 相 :; 乙 且 -TEAA 缓冲 液 (pH= 
0 | 去 甲 万 古 霉 素 整 体 柱 4.8)(g=15/85) 或 乙 且 -TEAA 缓冲 液 193] 
a (pH=6.8) (po-15185);， 电压 ，12kV 
3. 药物 分 析 
目前 有 关 CEC 和 pCEC 的 报道 中 ,很 多 是 以 药物 为 模型 化 合 物 来 研究 评价 色谱 柱 的 性 能 ; 
同时 也 有 很 多 研究 尝试 将 CEC 或 pCEC 用 于 生物 体液 , 如 尿 液 、 血 液 等 临床 药品 分 析 检 测 中 ， 
这 为 临床 或 相关 药检 机 构 实 现 药品 的 快速 高 效 检测 提供 了 更 新 更 好 的 选择 。 表 8-5 总 结 了 





PCEC 在 药物 分 析 中 应 | 














的 文献 。 





CEC 或 pCEC 在 药物 分 析 中 的 应 用 




































































































































































































































































































































































待 测 物 检测 方法 色谱 柱 检测 限 参考 文献 
到 1- 希 -三 羟 甲 基 丙 烷 
6 种 利尿 剂 pCEC-UV i Wn 0.35~0.65ng/ml [115] 
林 可 霉 素 类 药物 pCEC-ECL 多 腕 修饰 改 性 涂 层 柱 0.06hmol/l 194 
氧 葵 啶 及 四 种 杂质 pCEC-UV C18 0.52 一 3.18hg/ml 195 
大 麻 碱 类 CEC-UV C18 一 132 
中 性 类 固 醇 及 其 共 斩 物 CEC-LIF 琉 水 性 整体 住 10~18mol/L 196 
阿 霍 素 pCEC-VDLIF C18 1.7X10 g/L 156 
普 鲁 卡 因 ， 唆 吗 洛 尔 ， 
贰 澳 索 ， 甲 氧 氧 普 胶 ， 茶 pCEC-UV C18 一 197 
普 生 ， 安 蔡 吡 啉 
海洛因 中 酸性 和 中 性 杂质 pCEC-LIF C18, C12 66pg/ml [198 
i 磷 基 化 -N- 甲 基 丙 烯 酸 十 八 烷 
核 黄 素 类 pCEC-LIF 其 栈 整 体 柱 0.5nmol/L 158 
非 固 醇 类 消炎 药 PCEC-UV/MS 涌 ( 平 基 丙 断 酸 -一 乙 角 St NE 199 
基 茶 ) 整 体 柱 MS: 0.01~0.19ng/L 
司 醇 类 药物 CEC-UV 两 性 内 段 共聚 物 开 管 柱 3 200 
ee 头 玖 他 喧 ， chip-CEC-UV C18 一 201 
SS :已 谢 | pcBc-uv C18 一 202 
三 、CEC 在 食品 安全 与 环境 安全 中 的 应 用 
1. 食品 中 营养 成 分 
食品 安全 检测 中 食品 自身 物质 含量 的 监测 是 确保 其 质量 的 方法 。 由 于 多 数 有 机 和 生物 分 
子 等 检测 物质 在 210nm 波长 附近 有 吸收 ， 因 此，CEC-UYV 在 这 一 领域 用 途 广泛 。 
Herrero-Martinez 等 中 利用 CEC 检测 了 蔬菜 中 类 胡萝卜 素 (6- 胡 萝卜 素 、 番 曾 红 素 、 叶 














改 | 小 


| 226 | 分 析 化 学 手册 (6 液 相 色谱 





























到 到 








分 析 


黄 素 )， 并 与 反 相 液 相 色 谱 (RPLC) 方法 进行 了 比较 ，CEC 方法 ! 




















论 塔 板 数 66000 一 128000m- ， 记 
























































量 分 析 ， 检 测 限 均 低 于 2.3mg/ml， 


们 还 将 此 方法 用 于 西红柿 、 菠 荣 生 








































































































该 方法 可 在 25min 内 完成 检测 ， 






















































































































































































成 。 通 过 数据 分 析 ， 判 断 植 物 

















标 子 、 花 生 、 大 豆 和 向 日 蕉 ) 上 











的 植物 ; 
































L205]， 方 法 简单 可 靠 。 图 8-29 是 3 个 不 同 来 源 植物 沪 

















类 胡萝卜 素 的 分 离 效 率 达 
F 实 该 方法 具有 高 效 、 分 辨 率 高 、 分 析 时 间 短 等 特点 。 他 
I 玉米 中 检测 类 胡萝卜 素 ， 证 实 了 该 方法 的 可 行 性 。 
Lerma-Garcfa 等 LM 使 用 甲 基 丙 烯 酸 酯 整体 柱 为 固定 相 , 在 10min 内 完成 蔬菜 油 中 生育 酚 的 定 
间 及 柱 间 重复 性 良好 ， 该 检测 方法 快速 可 靠 ， 并 可 运用 
于 检测 橄榄 油 中 是 和 否 掺 入 低 成 本 的 食用 油 。 同 时 ， 该 研究 小 组 使 用 月 桂 醇 丙烯 酸 酯 酯 基 的 整 
体 柱 检测 特级 初 榨 橄 榄 油 中 酚醛 的 比例 号 1， 通 过 线性 分 析 酚 醛 比例 判断 橄榄 油 的 地 理 来 源 。 
快速 高 效 。 此 外 ， ea ti 八 酯 (ODA ) 整体 柱 为 
固定 相 , 利用 毛细 管 电 色 谱 - 紫 外 可 见 法 对 植物 油 中 的 酯 进行 评价 , 检测 在 12min 内 完 
的 分 类 ， 该 方法 正确 判定 了 6 种 不 同 植物 来 源 ( 玉 米 、 橄 榄 、 

















的 电 色 谱 分 离 示 意图 ， 图 中 峰 号 1 一 9 文献 未 给 出 具体 的 成 分 名 称 。 
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Mnin 


玉米 油 ( a )、 棒 子 油 ( b )、 大 豆油 (c ) 的 电 色谱 分 离 图 








Adalid 等 2 以 朴 水 性 的 























i 上 素 含 量 检测 。 hl 等 071 利 


基 丙 烯 酸 




















酯 整体 柱 为 固定 相 ， 利 用 CEC-UYV 方法 快速 检测 了 
西红柿 中 的 类 胡萝卜 素 ， 分 离 时 间 低 于 $.0min， 此 方法 可 以 广泛 用 于 茄 科 中 其 他 水 果 中 的 类 
















































































检测 甘草 的 5 个 黄酮 类 化 合 物 ， 
草 的 质量 控制 有 较 大 帮助 。 校 准 














科 植 物 提 取 物 中 的 肾上腺 素 含 量 
Chen C(PLE) 和 毛细 管 电 色谱 (CEC) 技术 ， 成 功 应 用 于 定量 
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为 减肥 产品 的 质量 探 种 
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提供 了 参考 


j 类 似 整体 柱 作 固定 相 ,， 定 量 分析 了 减肥 产品 、 可 子 皮 、 
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曲线 
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f、 异 甘草 苷 、 芳 柄 花 苷 、 甘 草 素 和 异 甘 草 素 ， 对 
良好 的 线性 关系 〈R 之 0.9993)， 检 测 限 和 定量 限 分 另 
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为 2.1ukg/ml 和 8.3hg/ml， 回 收 率 为 98.2% 一 103.8% 。Stege 等 Po 建立 了 CEC 检测 复杂 食品 中 
褪 黑色 素 含 量 的 新 方法 ， 该 方法 运用 固定 羧 酸 多 壁 碳 纳米 管 作为 固定 相 ， 成 功 应 用 于 红 、 白 
和 葡萄酒， 葡萄 皮 和 鼠 尾 草 植物 提取 物 中 褪 黑色 素 的 检测 ， 具 有 高 分 辨 率 、 重 现 性 良好 等 特点 ， 
与 传统 毛细 管 相 比 具 有 更 高 效率 ， 检 测 限 达 到 0.01ng/ml。Uysal 等 90 用 CEC 方法 检测 了 
茶叶 中 的 儿 茶 酚 和 甲 基 黄 呆 叭 。 采 用 该 方法 同时 检测 了 绿茶 和 红茶 中 的 几 种 多 酚 类 : (+)- 
儿 茶 酚 、(-)- 表 儿 茶 酚 、(-)- 表 没食子 儿 茶 素 、 茶 碱 和 咖啡 因 。 该 方法 所 用 的 Cis 固定 相 适 
合 于 分 离 极 性 化 合 物 。 该 方法 的 线性 关系 良好 (CR->0.9992)， 检 出 限 为 lng/ml， 定 量 限 为 
2ug/ml。 

2. 食品 添加 剂 

苏丹 红 、 孔 和 浴 石 绿 、 三 聚 氰 胺 等 问题 的 暴露 使 人 们 对 食品 添加 剂 的 安全 性 颇 为 关注 ， 希 
望 能 迅速 建立 起 添加 剂 的 分 析 检 测 及 其 含量 测定 方法 。Chen 等 "以 甲 基 丙烯 酸 丁 酯 (BMA) 
和 3-{N,N- 二 甲 基 -[2-(2- 甲 基 丙 -2- 烯 酰 氧 基 ) 乙 基 ] 铵 } 丙 烷 -1- 磺 酸 内 盐 (SPE) 为 单 体 ， 制 备 了 
新 型 的 亲 水 作用 毛细 管 整体 柱 ， 并 通过 三 聚 氰 胺 在 此 柱 上 的 保留 行为 证 明 其 具有 亲 水 性 。 以 
加 压 毛细 管 电 色 谱 技 术 为 平台 ， 优 化 了 整体 柱 基 于 亲 水 作用 分 离 分 析 奶 制品 中 三 聚 氰 胺 的 1 
谱 条 件 。 当 流动 相 中 乙 有 参 与 10mmolL 伴 酸 盐 缓 冲 液 的 体积 比 为 80 : 20，pH 值 为 3.0， 电 压 
为 3kV， 检 测 波长 为 215nm 时 ,三聚氰胺 能 获得 很 好 的 分 离 。 建 立 的 pCEC 分 析 方法 的 检 出 
限 为 0.05 mg/L。 该 方法 简单 方便 ,回收 率 较 高 ， 而 且 流 动 相 中 无 需 添加 离子 对 试剂 ,适合 于 
奶 制品 中 三 聚 氰 胺 的 定量 测定 ， 分 离 结果 见 图 8-30。 
Liu 等 (5 利用 pCEC-AD 检测 创建 了 快速 分 离 与 检测 分 析 辣 椒 中 4 种 苏丹 染料 的 方法 ,此 
方法 具有 较 好 的 稳定 性 和 重 现 性 。 检 测 出 4 种 苏丹 染料 的 检 出 限 范围 为 8.0X10 一 1.2X 
10 《mol/L， 分 离 效 率 达 到 理论 塔 板 数 4X10tm 1。pCEC-AD 检测 优势 明显 ， 但 在 食品 分 析 、 
环境 分 析 、 生 化 分 析 等 领域 中 还 有 许多 空白 ， 发 展 前 景 广阔 。 

3. 农药 残留 和 环境 残留 

食品 中 的 农药 残留 是 食品 安全 领域 关注 的 重要 问题 之 一 。 玛 尔 江 等 上 3 建立 了 鸡蛋 样品 中 
四 环 素 类 农药 多 残留 同时 检测 的 加 压 毛细 管 电 色谱 分 析 方 法 。 方 法 中 以 二 氯 甲烷 为 沉淀 剂 处 
理 鸡 蛋 样 品 ， 运 用 加 压 毛 细 管 电 色谱 法 进行 快速 检测 。 以 甲醇 - 乙 且 -20mmolL 草酸 溶液 
(pH=4.25) (体积 比 10 : 20 : 70) 作 流 动 相 , 等 度 洗 胶 , 外 加 电压 为 -4kV, 检测 波长 为 270nm。 
经 方法 学 考察 ，4 种 四 环 素 类 药品 土 霉 素 、4- 差 向 金 霉 素 、 盐 酸 金 霉 素 、 强 力 霉 素 在 各 自 标 
准 曲 线 浓度 范围 内 线性 良好 ，R? 均 在 0.993 以 上 。 回 收 率 为 80.46 多 一 100.49% ， 日 内 和 日 间 
精密 度 的 相对 标准 偏差 (RSD) 均 低 于 5% 。 该 方法 简单 方便 ， 重 现 性 好 ， 准 确 可 靠 ， 回 收 率 
较 高 ， 适 用 于 鸡蛋 样品 中 抗生素 残留 的 测定 。 图 8-31 为 该 方法 在 不 同 电压 下 对 四 种 四 环 素 类 
混合 物 的 色谱 图 。 

陈 国 南 等 ?1 站 在 应 用 CEC 技术 检测 农药 残留 方面 做 了 很 多 工作 。 该 研究 组 采用 
pCEC-UV 并 结合 固 相 微 禁 取 (SPME) 技术 ， 在 20min 内 分 离 检测 了 10 种 氨基 甲酸 酯 类 农 
药 ， 检 出 限 为 0.05 一 1.6mg/kg。 将 所 建立 的 SPME-CEC-UYV 方法 用 于 8 种 蔬菜 样品 测定 ， 平 
均 回 收 率 为 $1.3% 一 109.2%， 该 方法 杂质 干扰 少 ， 灵 敏 度 高 。 同 时 还 利用 PCEC-UV 对 蔬菜 
中 的 6 种 拟 除 虫 菊 酯 类 农药 进行 同时 检测 ， 检 出 限 在 0.05 一 0.08mg/kg。Li 等 2 采用 加 压 毛 
细 管 电 色 谱 法 ， 在 整体 柱 上 实现 了 马 拉 硫 磺 、 二 吴 农 、 甲 基 对 硫磺 、 杀 螟 硫 磷 、 倍 硫 磷 、 晤 
基 毒 死 几 和 毒 死 蝗 共 7 种 有 机 磷 类 化 合 物 的 分 离 检测 。 整 体 固 定 相 具有 渗透 性 好 ， 传 质 速度 
快 等 优点 ，7 种 物质 10min 内 实现 快速 分 离 测定 。 同 时 也 检测 了 鱼肉 中 7 种 氟 嘲 诺 酮 类 药物 
残留 小 。 通 过 改变 缓冲 溶液 的 浓度 和 pH、 有 机 相 的 浓度 、 在 电解 液 中 加 入 表面 活性 剂 及 
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样品 ! 
学 
a 
Bo 10 20 站 30 
本 
| 伞 品 2 
A 
rd 30 
10 20 30 
tmin 
BE 实际 奶粉 样品 (1~3) 医 攻 芝 表 ”四环素 类 药品 在 不 同 电压 下 的 色谱 图 
在 整体 柱 上 的 pCEC 谱 图 色谱 峰 : 1 一 土 考 素 ; 2 一 4- 差 千金 考 素 ; 3 一 盐酸 金 老 素 ; 4 一 强力 




















霉 素 
外 加 电压 : a 一 -8kV; b 一 -6kKV; c 一 -4kV; d 一 _2kV; e 一 OkV 

离子 对 试剂 、 改 变 外 加 电压 等 方法 优化 改进 实验 条 件 ， 使 7 种 氢 哗 诺 酮 类 药物 基线 分 离 。 方 
法 简单 、 快 速 且 重 现 性 好 ， 平 均 回 收 率 为 81.6% 一 97.69% 。 

Rassi 等 Im 采用 CEC 和 CE 电 驱 动 微 分 离 技术 对 农药 残留 作 了 一 系列 的 研究 , 先后 建 
立 了 离线 和 在 线 富 集 技术 结合 CEC-LIF 的 多 种 检测 体系 , 分 析 对 象 涉 及 脲 类 除草 剂 、 茶 胺 类 
杀 虫 剂 、 酚 类 杀 虫 剂 及 其 相关 代谢 物 。 董洁 莹 等 中 中 建立 了 加 压 毛 细 管 电 色 谱 法 同时 测定 鳗鱼 
磺胺 喀 啦 、 磺 胶 间 甲 氧 喀 啶 、 磺 胺 唆 虽 啉 、 磺 胶 甲 咀 唑 、 磺 胶 二 甲 异 咀 唑 5 种 磺胺 类 药物 残 
留 的 分 析 方 法 。 样 品 均 质 后 经 乙酸 乙 酯 提取 ， 无 水 硫酸 钠 脱 水 ，HLB 固 相 萃取 柱 净 化 ， 最 后 
利用 加 压 毛 细 管 电 色谱 进行 检测 。 通 过 优化 有 机 相 的 比例 ， 流 动 相 中 的 盐 浓 度 和 电压 等 色谱 
条 件 ,控制 5 种 药物 的 出 峰 时 间 在 6.5min 内 ，, 磺胺 喀 啶 、 磺 胶 间 甲 氧 喀 喧 检测 限 为 0.02mg/kg; 
磺胺 哮 鹃 啉 的 检测 限 为 0.03mg/kg; 磺胺 甲 咀 哗 、 磺 胶 二 甲 异 咀 唑 的 检测 限 为 0.04mg/kg。 该 
法 快速 、 准 确 ， 能 够 满足 日 常 检 测 需要 。Cheng219 等 利用 毛细 管 电 色 谱 与 质谱 联 用 与 聚 
(DVB-OMA ) 的 整体 柱 检 测 肉 类 中 的 九 种 磺胺 类 抗生素 。 分 析 跟 踪 肉 类 样本 中 磺胺 类 抗生素 。 
通过 改善 整体 住 的 粗粮 度 、 优 化 流动 相 ， 提 高 了 色谱 效率 和 分 辨 率 。Pesek 等 ("采用 毛细 管 
开 管 柱 电 色谱 检测 技术 分 析 了 牛奶 中 的 5 种 抗生素 : 氨 广 西林、 四 环 素 、 土 替 素 、 毛 才 素 和 
红 霉 素 。 毛 细 管 内 壁 用 4- 氰 基 -4- 正 戊 氧 基 -1,-1- 联 葵 进 行 修饰 后 用 于 分 离 检 测 。 该 方法 通过 
改变 流动 相 的 pH 和 有 机 溶剂 的 配 比 对 检测 条 件 进行 优化 ， 从 而 建立 了 简单 快速 的 检测 方法 。 

CEC 也 广泛 用 于 稠 环 芳烃 、 芳 香 胺 、 杀 酚 、 除 草 剂 、 杀 虫 剂 等 环境 毒物 和 无 机 离子 等 
境 污染 物 的 分 析 检 测 ， 如 Dadoolt””" 等 通过 采用 pCEC 技术 检测 了 10 种 稠 环 芳烃 类 的 环境 污 
染 物 ， 该 方法 的 理论 塔 板 数 为 700000/m。 


参考 文献 


1] Mould DL, Synge RL M.Analyst, 1952, 77: 964. 

2] Pretorious V, Hopkins BJ, Schieke J D.J Chromatogr, 1974, 99: 23. 
3] Jorgenson J W, Lukaca K D.J Chromatogr, 1981, 218: 209. 

4] Tsuda T, Nomura K, Nakaggawa GJ.J Chromatogr, 1982, 248: 241. 
5] Martin M, Guiochon G. Anal Chem, 1984, 56: 614. 

6] Martin M, Guiochon G, Walbroeh] Y. Anal Chem, 1985, $7: 559. 



























































































































































































































































































































































































































































































































































7 









































[ 
[ 
[ 
[ 
[ 
[ 


波 
ot 
贡 
员 
坚 
呐 
虹 
[Ey 
刻 


229 | 








[7] Knox J H, Grant I H. Chromatographia, 1984, 24: 135. 

[8] Knox J H. Chromatographia, 1928, 26: 329. 

[9] Tsuda T, Muramatsu Y. J Chromatogr, 1990, $515: 645. 

[10] Smith N W, Evans M B.Chromatographia, 1994, 38: 649. 

[11] Smith N W, Evans M B. Chromatographia, 1995, 41(3-4): 197. 

[12] Behnke H, Bayer E.J Chromatogr A, 1994, 680: 93. 

[13] Jacobson S C, Hergenroeder R, Kouthy L B.Anal Chem, 1994, 66: 2369. 

[14] Lord G A, Gordon D B, Tetler L W.J Chromatogr A, 1995, 700: 27. 

[15] Pusecher K, Schewitz J, Bayer E. Anal Chem, 1998, 70: 3280. 

[16] Yan C. US, 5354163. 1995-09-26. 

[17] 罗 国 安 ， 王 义 明 ， 陈 令 新 ， 梁 琼 乌 . 毛细 管 电 色 谱 及 其 在 生命 科学 中 的 应 用 . 北京 :科学 出 版 社 ，2005. 
[18] 张丽华 . 毛细 管 电 色谱 保留 行为 及 其 新 技术 的 研究 (博士 学 位 论文 ) . 大 连 : 中 国 科学 院 大 连 化 学 物理 研究 所 ，2000. 
[19] Rice CL, Whitehead R.J Phys Chem, 1965, 69: 4017. 

[20] Knox J H, Grant I H. Chromatographia, 1991, 32: 317. 

[21] Wan Q H. Anal Chem, 1997, 69(3): 361. 

[22] Cikalo M G, Bartle KD, Myers P.J Chromatogr A, 1999, 836: 35. 

[23] Banholczer A, Pyell U.J Chromatogr A，2000，869: 363. 

[24] Choudhary G, Horvdth C.J Chromatogr A, 1997, 781: 161. 

[25] Rathore A S, Horvdth C. Anal Chem, 1998, 70: 3069. 

[26] Rathore A S, Horvdth C.J Chromatogr A, 1996, 743(2): 231. 

[27] Lelievre F, Yan C, Zare RN, Gareil P.J Chromatogr A, 1996, 723(1): 145. 

[28] Knox J H, Scott H P. Journal of Chromatography A, 1984, 316: 311. 

[29] Wen E, Asiaie R, Horvdth C.J Chromatogr A, 1999, 855: 349. 

[30] Zhang Y K, WeiS, Zhang LH, Zou HF.J Chromatogr A, 1998, 802: 59. 

[31] Golay M JE, Desty D H. Gas chromatography. London: Publ Butterworths, 1959, 36. 
[32] Aris R. Proc Roy Soc(Lond), 1953, 67: A235. 

[33] Crego AL, Gonzdlez A, Marina ML. Crit Rev in Anal Chem, 1996, 26(4): 261. 
[34] Knox J H, Grant I H. Chromatographia, 1991, 32: 317. 

[35] Horvdath C, Lin HJ.J Chromatogr, 1978, 149: 43. 

[36] Pyell U, Rebscher H, Banholczer A.J Chromatogr A, 1997, 779: 155. 

[37] Bruin GJ M, Tock PPH, Kraak J C, Poppe H.J Chromatogr A, 1990, 517: 557. 
[38] Smith N W, Evans M B.Chromatographia, 1995, 41: 197. 

[39] Boughtflower RJ, Underwood T, Paterson CJ.Chromatographia, 1995, 40: 329. 
[40] Smith N W, Carter-Finch A S.J Chromatogr A，2000，892: 219. 

[41] Yan C, Dadoo R, Zare RN, Rakestraw DJ, Anex D S.Anal Chem, 1996, 68: 2726. 
[42] 邻 汉 法 ， 刘 震 ， 叶 明亮 ， 张 玉 奈 . 毛细 管 电 色 谱 及 其 应 用 . 北京 : 科学 出 版 社 ，2001: 69. 
[43] Alexander J N, PoliJ B, Markidex KE. Anal Chem, 1999, 71: 2398. 

[44] Zhang K, Yan C, Gao RY, etal.Chinese J Chem, 2003, 21: 419. 

[45] Jorgenson J W, Lukacs KD.J Chromatogr, 1981, 218: 209. 

[46] Knox J H, Grant I H. Chromatogria, 1984, 24: 13. 

[47] 李 瑞 江 . 中 国 科学 院 大 连 化 学 物理 研究 所 博士 论文 ，1998. 

[48] Heiger D N, Kalternbach P, Seivert HJ. Electrophoresis, 1994, 15: 1234. 

[49] Moring S E, Patel RT, Soest REJ.AnalChem, 1993, 65: 3454. 

[50] Ronald E M. LC-GC INT, 1997, 42: 93. 

[S51] Michael C, Breadmore. J Chromatogr A, 2011, 1218: 1347. 

[52] Fang Y S, Long Y H.J Chromatogr A, 2001, 907: 301. 

[53] Gaelle P, Violaine A, Stephanie D, Marie C H. Electrophoresis, 2009, 30: 515. 
[54] Vizioli N, Gil R, Martinez L D, Silva M F. Electrophoresis, 2009, 30: 2681. 

[55] 张 颖 ， 钱 晓 敏 ， 张 钱 丽 ， 屠 一 锋 . 常熟 理工 学 院 学 报 : 自然 科学 版 ，2007，21: 65. 
[56] 张 维 冰 . 毛细 管 电 色 谱 理论 基础 . 北京 : 科学 出 版 社 ，2006: 139. 

[57] Roberto M, Emanuele M, Laura M, etal. Electrophoresis, 2011, 32(20): 2809. 


































































































[I 
























































轴 
























































改 | 小 


| 230 分 析 化 学 手册 〖6 ) 液 相 色 谱 分 析 








58] Virginia PF, Elena DV, Antonio LC, etal. Electrophoresis，2011，33: 1. 

59] Yan C, Dadoo R, Zhao H, etal. Anal Chem, 1995, 67(13): 2026. 

60] Rule G, Seitz W R. Clin Chem, 1979, 25(9): 1635. 

61] Grayeski ML, Weber AJ.AnalLett, 1984, 17(13): 1539. 

62] LinZ A, LinJ, Wu X P. Electrophoresis, 2008, 29: 401. 

63] Dossi N, Toniolo R, Pizzariello A, etal. Electrophoresis, 2011, 32(8): 906. 

64] Hilmi A, Luong J HTT. Electrophoresis, 2000, 21(7): 1395. 

65] Liu SF, Wu XP, Xie ZH, etal. Electrophoresis, 2005, 26(12): 2342. 

66] 史 静 静 . 开 管 毛细 管 电 色谱 一 一 电 致 化 学 发 光 测定 微量 抗生素 的 研究 [D]. 福州 : 福州 大 学 ，2010. 
[67] Pusecker K, Schewitz J, Gfrorer P, etal. Anal Chem, 1998, 70(15): 3280. 

[68] Gfrorer P, Schewitz J, Pusecker K, etal. Electrophoresis, 1999, 20(1): 3. 

[69] Gfrorer P, Tseng LH, Rapp E, etal. Anal Chem, 2001, 73(14): 3234. 

[70] Jayawickrama D A, Sweedler J V.J Chromatogr A, 2003, 1000(1-2): 819. 

[71] Verheij E R, Tjaden U R, Nissen M WA, etal.J Chromatogr A, 1991, 554(1-2): 339. 
[72] Colon LA, MaloneyT D, Anspach J, Colon H. Adv Chromatogr, 2003, 42: 43. 

[73] 叶 明 亮 ， 邹 汉 法 ， 刘 震 ， 等 . 分 析 测 试 学 报 ，1999，18: 1. 

[74] 吴 满 ， 张 晓 辉 ， 魏 娟 ， 等 . 色谱 ，2009，27(5): 609. 

[75] Pesek J J, Matyska M T, Nshanian M. Electrophoresis, 2011, 32: 1728. 

[76] 张 倩 ， 吕 运 开 . 广东 化 工 ，2011，38(5): 296. 

[77] Lee CH, Huang BY, Chen YC, LiuCP, LiuCY.Analyst, 2011, 136: 1481. 

[78] Zhou SY, Lin XC, XieZ H.Chinese J Chromatogr, 2011, 29(8): 786. 

[79] Zhou SY, Tan J]J, Chen QH, Lin XC, Li HX, XieZ H.JChromatogr A, 2010, 1217: 8346. 
[80] Wei ZH, Wu X, Zhang B, etal.J Chromatogr A, 2011, 1218: 6498. 

[81] William B, Shahab A S.J Chromatogr A, 2011, 1218: 8691. 

[82] Hendrickx A, Mangelings D, Chankvetadze B, Heyden Y V. Electrophoresis, 2011, 32: 2718. 
[83] Qu QS, Peng SW, Mangelings D, Hu X Y, Yan C. Electrophoresis, 2010, 31: 556. 
[84] 陈 义 . 毛细 管 电泳 技术 及 应 用 . 北京 : 化 学 工业 出 版 社 ，2006. 

[85] Yan C. US, 5453163. 1993-10-29. 

[86] Hjerten S, Liao J L, Zhang R.J Chromatogr, 1989, 473: 273. 

[87] Lammerhofer M, Peters EC, YuC, etal. Anal Chem, 2000, 72(19): 676. 

[88] Minakuchi H, Nakanishi K, Soga N, Ishizuka N, Tanaka N.J Anal Chem, 1996, 68: 3498. 
[89] Puy G, Roux R, Demesmay C，et al. J Chromatogr A, 2007, 1160: 156. 

[90] Ishizuka N, Kobayashi H, Minakuchi H, etal.J Chromatogr, 2002, 960(1): 85. 

[91] Kubin M, Spacek P, Chromecek R. Collect Czech Chem Commun, 1967, 32: 3881. 
[92] Feng Q，Yan QZ，Ge C C. 高 分 子 科 学 : 英文 版 ，2009，27(5): 7. 

93] 卢 明 华 ， 李 舍 ， 汉 强 ， 陈 国 南 ， 张 兰 . 色谱 ，2010，28(3): 253. 

94] Safranya A, Beiler B，Laszlo K, Svec F.J Polymer, 2005, 46: 2862. 

95] Vaz FAS, Castro PM, Molina C, etal. Talanta, 2008, 76: 226. 

96] LiY, Chen Y, Xiang R, etal.J Anal Chem, 2005, 77: 1398. 

97] Dong J, Zhou H, Wu R, etal.J Sep Sci, 2007, 30(17): 2917. 

98] Dong J, QuJ]J, Dong XL, etal.J Separation Science, 2007, 30(17): 2986. 

99] Karenga S, RassiZ EJ.Electrophoresis, 2010, 31: 3192. 

100] Urban J, Svec F, Fréchet JMJ. Anal Chem, 2010, 82: 1621. 

101] W L Watson, M Mudrik, Wheeler R.J Anal Chem, 2009, 81: 3851. 

102] Yan LJ, Zhang Q H, Feng Y Q, etal.J] Chromatogr A, 2006, 1121(1): 92. 

[103] Tian Y, Zhang LF, Zeng ZR, etal. Electrophoresis, 2008, 29(4): 960. 

[104] Xu Li, Lee Hian Kee. J Chromatogr A, 2008, 1195(1-2): 78. 

[105] Yan LJ, Zhang Q H, Zhang W B, etal. Electrophoresis, 2005, 26: 2935. 

[106] Yan LJ, Zhang Q H, Feng Y Q, etal.J Chromatogr A, 2006, 1121: 92. 

[107] Wu M H, Wu RA, Zou HF, etal.Anal Chem, 2010, 82: 5447. 

[108] Zheng M M, Lin B, Feng Y Q.J Chromatogr A, 2007, 1164: 48. 
















































































[1 
[110] 
[111] 
[112 
[113] 
[114 





[115 
[116] 
[117] 
[118] 
[119 
[120 
[121 
[122 
[123 
[124 
[125 
[126 
[127 
[128 
[129 
[130 
[131 
[132 
[133 
[134 
[135 
[136 
[137 
[138 
[139 
[140 
[141 
[142 
[143 
[144 
[145 
[146 
[147 
[148 
[149 
[150 
[151 
[152 
[153] 





[154 
[155 
[156 
[157 


自 





[158 


波 
ot 
二 
员 
坚 
呐 
虹 
[Ey 
刻 








Karenga S, El Rassi Z. Electrophoresis, 2011, 32(9): 1033. 

Jiang ZJ], Gao RY, ZhouY B, etal. Microco!] Sep, 2001, 13(5): 191. 

Yan C. US, 6569325. 2003205227. 

Thomas E, Unger K K. Trends in Analytical Chemistry, 1996, 15(9): 463. 

WuY, etal. Chinese Journal of Chemistry, 2009, 27: 609. 

Zhang K, Jiang ZJ , Yao CY, etal.J] Chromatogr A, 2003, 987: 453. 

Zhang K, YanC, Yao CY, etal.Chinese J Chem, 2003, 21: 419. 

Cao F, Zhang W B, Yan C, etal. Chinese J Anal Chem, 2004, 32(2): 143. 

Wu KX, Gu X, Yan C. Chinese Journal of Analytical Chemistry, 2009, 37(4): 581. 
Hugener M, Tinkle AP, Nissien W M A.J Chromatogr A, 1993, 647: 375. 

Yao CY, GaoRY, YanC.JSepSci, 2003, 26: 37. 

Nakashima R, Kitagawa S, Yoshida T, etal.J Chromatogr A, 2004, 1044: 305. 
魏 娟 ， 谷 雪 ， 王 彦 等 . 分 析 化 学 ，2011，39(2): 188. 

WeiJ，GuX，WangY，et al. Electrophoresis, 2011, 32(2): 230. 

WuY, Wang Y, Gu X, etal. Journal of Separation Science，2011，34(9): 1027. 

吴 注 ， 上 海 交通 大 学 博士 学 位 论文 ，2011，7. 

Ru QH, YaoJ, Luo GA, Zhang Y X, Yan C.J Chromatogr A, 2000,，894: 337. 
Catai J R, Torano J S, de Jong GJ, Somsen G W. Analyst, 2007, 132(1): 75 

Liu Q, etal. Electrophoresis, 2009, 30: 2151. 

LiuJ, Sun X, Lee ML.Anal Chem, 2007, 79(5): 1926. 

Mohabbati S, Hjerten S, Westerlund D. Anal Bioanal Chem, 2008, 390(2): 667. 
Sdzelovd P, etal. Electrophoresis, 2007, 28: 756. 

Rocco A, etal. Electrophoresis, 2007, 28: 1689. 

LurieIS, Meyers RP, Conver TS, etal. Anal Chem, 1998, 70(15): 3255. 
Sedldkov6 P, Miksik I, Gatschelhofer C, Sinner F M, Buchmeiser M R. Electrophoresis, 2007, 28: 2219. 
Augustin V, Stachowiak T, Svec F, Fréchet J M. Electrophoresis, 2008, 29: 3875. 
Karenga S, El Rassi Z. Journal of Separation Science, 2008, 31: 2677. 

GuC, etal. Electrophoresis, 2008, 29: 3887. 

Pesek J J, Matyska M T, Salgotra V. Electrophoresis, 2008, 29: 3842. 















































魏 娟 . 毛细 管 等 电 聚 焦 / 加 压 毛 细 管 电 色谱 多 维 联 用 及 其 在 多 肽 蛋白 质 分 离 中 的 应 用 . 上 海 : 上 海 交 通 大 学 ，2011. 









































Huang G，Zeng W, Lin X，Xie Z. JSep Sci, 2010, 33(11): 1625. 

Huang YC, Lin CC, LiuCY.Electrophoresis, 2004, 25(4-5): 554. 
Huang GH, Zeng WC, Lian QY, etal.JSep Sci, 2008, 31: 2244. 
QuQS, Mangelings D, Shen F, etal.J Chromatogr A, 2007, 1169: 228. 
张 蜂 ， 钱 晓 敏 ， 张 钱 丽 ， 屠 一 锋 . 常熟 理工 学 院 学 报 ，2007: 65. 

李 博 祥 ， 郑 敏 敏 ， 卢 兰 香 ， 吴 晓 苹 . 色谱 ，2011，29: 798. 

玛 尔 江 . 巴 哈 提 别克 . 应 用 加 压 毛 细 管 电 色 
李 新 疗 ， 王 彦 ， 谷 雪 ， 陈 妍 ， 疝 超 . 色谱 ，2010，28(3): 231. 
吴 洲 ， 王 彦 ， 谷 雪 等 . 中 国 科 学 ，2009，39(8): 767. 
刘海 兴 ， 刘 凤 亨 ， 于 爱民 等 . 化 学 试剂 ，2006，28(6): 349. 
Xie G X, Qiu MF, Zhao AH, etal. Chromatographia, 2006, 64: 739. 

Xie G X, Zhao AH, LiP, etal. Biomed Chromatogr, 2007, 21: 867. 

王 佳 静 ， 陈 昭 ， 吴 玉田 等 . 色谱 ，2010，28(3): 240. 

郭 怀 忠 ， 毕 开 顺 ， 孙 航 庆 . 中 国 中 药 杂 志 ，2009，34(5): 587. 

李 绍 平 ， 杨 丰 庆 ， 王 一 涛 . 冬虫夏草 中 核 背 类 成 分 的 毛细 管 电动 力 色谱 分 析 [Cj] . 第 六 届 中 国药 学 会 学 术 生 




















了 由 
































































































































广州 : 中 国药 学 会 ，2006: 3404 

廖 杰 ， 薄 涛 ， 刘 虎威 . 色谱 ，2006，24(4): 421. 

颜 流水 ， 王 宗 花 ， 罗 国安 ， 等 . 高 等 学 校 化 学 学 报 ，2004，25(5): 827. 
Kvasnickova L, Glatz Z, Sterbova H, etal.J Chromatogr A, 2011, 916: 265. 
杨 俊 佼 ， 苏 秀 兰 ， 方 平 色谱 ，2004，22(3): 270. 

杨 瑞 芬 ， 冯 和 钰 铸 ， 达 世 禄 . 中 国药 学 杂志 ，2004，39(5): 380. 


证 





























由 


























谱 技 术 检测 鸡蛋 中 农 兽 药 残 留 的 研究 [D]. 上 海 : 上 海 交 通 大 学 ，2011. 


改 | 小 


| 232 


[159 
[160 
[161 
[162 
[163 
[164 
[165 
[166 
[167 
[168 
[169 
[170 
[171 
[172 
[173 
[174 
[175 
[176 
[177 
[178 
[179 
[180 
[181 
[182 
[183 
[184 
[185 
[186 
[187 
[188 
[189 
[190 
[191 
[192 
[193 
[194 
[195 
[196 
[197 
[198 
[199 
[200 
[201 
[202 
[203 
[204 
[205 
[206 
[207 
[208 
[209 





分 析 化 学 手册 "6 液 相 色谱 分 析 








明 林 峰 ， 张 裕 平 ， 王 雪 静 等 . 理化 手册 一 一 化 学 分 册 ，2010，46(9): 1058. 

杨 胜 凯 ， 张 裕 平 ， 范 立 群 等 . 分 析 测 试 学 报 ，2009，28(5): 608. 

李 英 杰 ， 孙 鹏 ， 高 立 娣 . 应 用 化 学 ，2010，27(2): 246. 

李 英 杰 ， 孙 鹏 ， 高 玉玲 等 . 理化 手册 一 一 化 学 分 册 ，2010，46(4): 441. 

雷 雯 ， 张 凌 怡 ， 万 莉 等 . 色谱 ，2010，28(10): 977. 

李 英 杰 ， 张 春雨 ， 高 晴 等 . 分 析 试 验 室 ，2011，30(4): 104. 

杨 胜 凯 ， 俞 露 ， 范 立 群 .长 春 大 学 学 报 ，2009，19(4): 56. 

Zheng J，Bragg W，HouJG，et al. Journal of Chromatography A, 2009, 1216: 857. 
Koide T, Ueno K. Anal Sci, 1998, 14: 1021. 

Koide T, Ueno K. Anal Sci, 2000, 16: 1065. 

Vegvari A, Foldesi A, Hetenyi C，et al. Electrophoresis, 2000, 21: 3116. 

Kornysova O, Machtejevas E, Kudirkaite V, et al. J Biochem Biophys Methods, 2002, 50: 217. 
Kornysova O, Surna R, Snitka V, etal.J Chromatogr A, 2002, 971: 225. 

Schweitz L, Andersson LI, Nilsson S.Anal Chem, 1997, 69: 1179. 

Schweitz L, Andersson LI, Nilsson S.J Chromatogr A, 1997, 792: 401. 

LiuZS, XuYL, Wang H, etal. Anal Sci, 2004, 20: 673. 

XuYL, LiuZS, Wang HF, etal. Electrophoresis, 2005, 26: 804. 

Deng QL, LunZH, Gao RY, etal.Electrophoresis, 2006, 27: 4351. 

Spegel P, Schweitz L, Andersson LI, etal. Chromatographia, 2008, 69: 277. 
Kornysova O, Owens PK, Maruska A. Electrophoresis, 2001, 22: 3335. 

Dong X, Wu R A, Dong]J, etal. Electrophoresis, 2008, 29: 919. 

Preinerstorfer B, Lindner W, Laemmerhofer M, etal. Electrophoresis, 2005, 26: 2005. 
Tian Y, Zhong C, FuE, etal.J Chromatogr A, 2009, 1216: 1000. 

LiY, Song C, Zhang L, etal. Talanta, 2010, 80: 1378. 

Chen Z, Nishiyama T, Uchiyama K, etal. Anal Chim Acta, 2004, 501: 17. 

Dong X, DongJ, OuJ, etal. Electrophoresis, 2007, 28: 2606. 

Wistuba D, Banspach L, Schurig V, etal. Electrophoresis, 2005, 26: 2019. 

Olsson J, Blomberg L G. Journal of Chromatography B, 2008, 875: 329. 

Kornysova O, Jarmalaviciene R, Maruska A. Electrophoresis, 2004, 25: 2825. 

Lin B, Zhe MM, NgSC, etal.Electrophoresis, 2007, 28: 2771. 

Zeineb A, Valentina S, Giovanni D, etal. Electrophoresis, 2007, 28: 2717. 
Preinerstorfer B, Hoffmann C, Lubda D, etal. Electrophoresis, 2008, 29: 1626. 
Wang HF, Zhu YZ, Lin JP, etal. Electrophoresis, 2008, 29: 952. 

Tang AN, Wang X N, Ding GS, etal. Electrophoresis, 2009, 30: 682. 

Ding GS, Tang A N.J Chromatogr A, 2008, 1208: 232. 

史 静 静 ， 陈 清华 ， 张 晓 伟 等 . 分 析 化 学 ，2009，37( 增 刊 )，D107. 

Lerma-Garcia MJ, Lantano C, Chiavaro E, etal. Food Res Inter, 2009, 42: 1446. 
Amy HQ, Anders P, Andrew G B, etal.J Chromatogr A, 2000, 887: 379. 

Dittmann M M, Masuch K, Rozing G P.J Chromatogr A, 2000, 887: 209. 
LurieIS，Anex DS, Fintschenko Y, et al. Journal of Chromatogr A, 2001, 924: 421. 
Hsu CH, Cheng YJ, Singco B, etal. Journal of Chromatogr A, 2011, 1218: 350. 
Shen Y, LiQ, Jiang L, etal. Talanta, 2011, 84: 501. 

Gaspar A, Hernandez L, Stevens S, Gomez F A. Electrophoresis, 2008, 29: 1638. 
Liu S F, etal. Journal of Chromatography A, 2005, 1092: 258. 

Herrero-Martinez J M, Eeltink S, Schoenmakers PJ, etal.J Sep Sci, 2006, 29: 660. 
Lerma-Garcia MJ, Sim6-Alfonso EF, Ramis-Ramos G, etal. Electrophoresis, 2007, 28: 4120. 















































Lerma-Garcia MJ, Vergara-Barberan M, Herrero-Martinez J M, etal.J Chromatogr A, 2011, 1218: 


Adalid A M, Herrero-Martinez J M, Roselldé S, etal. Electrophoresis, 2008, 29: 4603. 
Evelyn C, Ivo N, Markus G. J Sep Sci, 2011, 34: 2301. 

Chen X J, ZhaoJ, Meng Q, etal.J of Chrom A, 2009, 1216: 7329. 

Stege PW, Sombra LL, Messina G，et al. Electrophoresis, 2010, 31: 2242. 


7528. 


[210 


波 
ot 
贡 
员 
坚 
呐 
虹 
[Ey 
刻 








Uysal U D, AturkiZ, Raggi MA, etal.J Sep Sci, 2009, 32: 1002. 


[211] Bahatibieke M, Xue YY, Wang Y, etal. Chinese J Antibiot, 2011, 36(7): 536. 


[212 
[213 
[214 
[215 
[216 
[217 
[218 
[219 
[220 





[221 


WuXP, WangL, Xie ZH, etal. Electrophoresis, 2006, 27: 768. 

YeFG, XieZH, WuXP, etal.Talanta, 2006, 69: 97. 

Li HX, Wang J B, Wang X C.Chinese J Spectr Lab, 2007, 24(4): 735. 

Li HX, Wu XP, XieZ H, etal.J Sep Sci, 2005, 28(5): 2210. 

Yang C M, RassiZ E. Electrophoresis, 1999, 20: 2337. 

Yang C M, RassiZ E. Electrophoresis, 2000, 21: 1977. 

Dong J Y, Ouyang K, Cao GZ, etal.J of Zhejiang Ocean University, 2011, 30(5): 392. 

Cheng YJ, Huang S H, Singco B, etal.J Chromatogr A, 2011, 1218: 7640. 

Pesek J J, Matyska M T, Bloomquist T, etal.J Liq Chromatogr Relat Technol, 2003, 26(13): 2119. 
Dadoo R, Zare RN, YanC, etal. Anal Chem, 1998, 70(22): 4787. 


233 | 


改 | 小 


名 称 
士 的 





第 九 章 。” 微 流 控 必 有 片 分 析 


微 流 探 芯片 (microfluidic 
内 微 流体 的 操纵 和 控制 ， 


有 
6 








Manz 和 Widmer 


忆 片 实验 室 ”(]lab on a chip ) 。 
是 出 的 以 微机 电 加 工 技术 (microelectromechanical systems，MEMS ) 
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为 基础 的 “微型 全 分 析 系 统 ”(miniaturized total analysis systems 或 micro total analysis 
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的 分 支 ， 如 纳 流 控 芯片 与 纳 流 控 学 、 多 相 微 流 控 技术 ， 
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统 内 存在 的 显著 的 尺度 效 
单个 细胞 操控 的 能 力 ， 使 





















































前 ， 微 流 控 蔚 片 技 术 已 在 化 学 、 


的 是 通过 化 学 分 析 设 备 的 微型 化 与 集成 化 ， 最 大 


能 转移 到 便携 的 分 析 设 备 中 ， 实 现 分 析 实 验 室 的 “个 人 化 ”和 “家 用 化 ”。 
有 微量 、 高 效 、 





= 
里、 











快速 、 高 通 量 、 微 型 化 、 集 成 化 和 上 自动 化 的 特 
应 ， 如 层 流 效应 、 人 快速 传 质 传 热 效应 、 界 面 效应 
得 微 流 控 蕊 片 系统 表现 出 许多 区 别 于 宏观 系统 的 


生物 学 、 医 学 、 药 学 等 众多 领域 获得 了 快速 





















































， 被 列 为 21 
的 积累 ， 也 逐 
尺度 空间 内 操控 微量 流体 














世纪 最 为 重要 的 前 沿 技术 2 
系 渐 形成 了 一 门 多 学 科 交 又 的 新 兴学 科 一 一 微 流 控 学 (microfluidics ): 





一 中 I。 随 着 微 流 控 蕊 片 技 术 的 发 





的 技术 与 科学 。 近 年 来 ， 在 微 流 控 研究 领域 还 











和 人 体 芯 片 (human on a chip) 等 。 纳 流 控 学 是 在 纳米 尺度 空间 内 操控 超 微 量 流 


科学 。 


反应 

















车 型 六 


三} 


里 


加 | 


划 术 


多 相 微 流 控 系 统 通 
并 以 此 作为 基本 操作 





器 ， 
































样品 处 理 的 理想 工 








重 过 对 微米 级 结构 中 多 相 流体 的 操控 ， 生 成 超 微量 


日 微 流 控 系统 相 比 ， 多 相 微 流 控 系 统 的 优点 包括 反应 器 体积 微 4 
、 反 应 效率 高 、 样 品 无 扩散 、 
。 仿 生 器 官 芯 片 和 人 体 蕊 片 的 概念 则 是 利 ) 





以 及 仿生 器 官 芯 片 (organ on a 


限度 地 把 分 
微 
点 ， 同 时 ， 
以 及 擅长 
独特 优势 。 
发 展 和 广泛 
展 及 其 研究 
在 
chip ) 
本 的 技术 与 


多 





出 现 了 许多 














单元 进行 后 续 的 多 种 操控 、 反 应 、 培 养 、 分 析 和 

















样品 间 无 交叉 污染 等 优点 ， 是 进行 单 分 子 、 单 























忆 














胞 
统 ， 
的 第 














通常 








及 其 微 环境 的 灵活 操控 能 








力 ， 在 微 流 控 芯 片上 构建 可 模拟 器 官 和 人 体 功 能 








时 的 微 液 


\ 《nl 一 pl1)、 


滴 (颗粒 ) 
筛选 。 与 
分 析 通 量 
细胞 分 析 和 
微 流 体 、 
的 集成 微 系 


= 
I 









































已 
究 提 供 成 本 更 低 ， 同 时 更 接近 人 体 真 实生 理 





为 体外 药物 篇 选 和 生物 
选 模型 。 
一 、 微 流 控 芯 片 的 加 工 


用 于 微 流 控 世 




















医 学 


加 工 的 材料 有 单 晶 硅 、 




















学 ?不 





和 病理 情况 














局 分 








子 聚 合 物 等 。 





、 石 英 











加 








工艺 比较 成 熟 ， 加 工 精 











不 同 


缘 性 能 


旦 /人 
京 2 提 





不 好 ， 影 响 了 其 在 微 











上 度 局 ， 
充 控 芯片 中 
性 ， 机 械 强 度 高 ， 微 加 工 工艺 较为 成 熟 ， 材 料 表 i 














可 加 
的 应 用 。 


三 维 结构 
英 材 料 具 有 






























































硅 材 料 的 微 


缺点 是 易 碎 、 不 透 光 、 电 绝 
恨 好 的 透 光 性 和 耐 腐蚀 

















较 好 的 亲 水 性 和 电 渗 性质 ， 























的 化 学 方法 对 蕊 片 进行 表 玫 


























经 常 











a 





剖 作 微 流 控 蔚 片 8 

















日 易 于 使 用 








有 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 (polydimethylsiloxane， 


第 九 章 ” 微 流 控 芯片 分 折 | ”235 | 














PDMS)、 聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯 (polymethylmethacrylate，PMMA1)、 聚 碳酸 
































工 成 型 方便 、 成 本 低 等 优点 ， 适 于 进行 微 流 控 芯 方 的 批量 加 工 。 其 中 ，P 











最 多 的 芯片 加 工 材料 。PDMS 芯片 具有 良好 的 微 结构 成 形 性 、 透 光 性 和 生物 相 容 性 ， 同 时 

















酶 (polycarbonate，, 


PC)、 聚 茶 乙 烯 〈polystyrene，PS) 等 。 高 分 子 聚 合 物 材 料 通常 具有 种 类 多 、 透 光 性 好 、 加 











DMS 是 目前 使 用 


改 | 小 
































也 具有 一 定 的 弹性 和 化 学 惰性 。 其 蔚 片 加 工 成 本 低廉 ， 操 作 较 为 简单 ， 易 于 在 常规 实验 室 

















普及 




















微 流 控 芯片 的 加 工 技术 多 起 源 于 微 电 子 工业 中 的 微细 加 工 技术 。 通 常 芯片 的 加 工 流程 分 


为 艺 片 微 结构 加 工 和 芯片 的 封 合 两 部 分 。 用 于 微 流 控 芯片 加 工 的 光 刻 和 蚀刻 技术 起 源 于 制作 
半导体 及 集成 电路 芯片 所 广泛 使 用 的 经 典 技 术 ， 已 广泛 地 用 于 硅 、 玻 璃 和 石英 芯片 的 加 工 。 











































































































片 的 光 刻 和 湿 法 刻 蚀 加 工 过 程 示意 1。 











其 加 工 过 程 分 为 三 个 阶段 ， 光 刻 掩 模 的 制备 、 光 刻 、 人 蚀刻 。 图 9-1 为 典型 玻璃 基质 微 流 控 世 


所 二 光 腔 1 
dU d 


UV 
形 噶 人 


沉 胺 1 


b 台 
省 训 本 | | 一 些 片 


可 ———— ft 
其 ei 
名 
[ 芳 权 ”玻璃 芯片 的 光 刻 和 湿 法 刻 蚀 加 工 过 程 















































a 一 在 洁净 的 玻璃 基 片 表面 镀金 属 铬 层 作 为 牺牲 层 ， 再 以 甩 胶 机 在 铬 层 上 均匀 地 涂 布 光 胶 层 ; b 一 将 掩 模 覆 盖 在 基 片 上 ， 紫 























外 光 透 过 掩 模 照 射 涂 有 光 胶 的 基 片 ， 被 照射 的 光 胶 发 生 光 化 学 反应 ; c 一 用 显影 液 除去 曝光 的 光 胶 ; 









































: d 一 采用 硝酸 饰 镜 和 高 


氧 酸 混合 溶液 腐蚀 以 除去 基 片 上 暴露 的 铬 层 ，e 一 将 基 片 浸入 含 氧 氟 酸 的 刻 蚀 浴 液 中 ， 在 一 定 温 度 和 搅拌 条 件 下 ， 刻 蚀 一 























定时 间 《〈 数 分 钟 到 数 小 时 )，f 一 刻 蚀 结 束 后 ， 清 洗 基 片 ， 并 除去 光 胶 和 牺牲 层 ;，g 一 蔚 片 的 封 合 




















高 分 子 聚 合 物 世 片上 微 结构 的 加 工 方法 主要 有 模 塑 法 、 热 压 法 、 软 光 刻 法 、 激 光 烧 蚀 

















法 、LIGA 技术 等 。 多 数 高 聚 物 芯 片 的 加 工 需 预先 加 工 微 结 构 的 模具 ， 义 














模 。 通 常 可 用 于 阳 模 加 工 的 材料 有 硅 、 玻 璃 、 环 氧 基 SU-8 负 光 胶 、PDMS 和 电 铸 金属 








件 等 























0 加 工 微 通道 的 B 














WW I 





中 





可 

















人 芯片 的 封 合 技术 有 热 键 合 法 、 阳 极 键 合法 、 和 常温 键 合 法 、 番 结 法 、 表 面 活化 键 合 法 等 。 












































不 同 材质 的 芯片 
键 合 温度 高 达 800 一 1000C 。 玻 璃 芯片 封 合 多 采用 热 键 合法 和 常温 键 合法 ， 











~ 







































































室温 实现 永久 键 合 和 非 永久 键 合 。 高 聚 物 蔚 片 的 热 键 合 温度 通常 在 100 一 130C。PDMS 芯片 




















其 封 合 方法 有 所 不 同 。 硅 芯片 的 封 合 通常 采用 热 键 合 法 和 阳极 键 合 法 ， 热 


分 别 可 在 620C 和 










































































进行 氧化 处 理 或 用 紫外 线 照射 ， 可 大 大 提高 PDMS 芯片 的 封 合 强度 。 
二 、 微 流体 的 驱动 和 控制 











只 需 将 基 片 和 盖 片 贴 合 就 可 得 到 具有 密闭 通道 的 芯片 。 如 在 封 合 前 利用 等 ? 





5 子 体 对 芯片 表面 











微 流 控 芯片 系统 中 操作 的 核心 是 对 微 流体 的 驱动 和 控制 ， 而 微 流体 的 驱动 是 实现 微 流 体 
控制 的 前 提 和 基础 。 微 流体 驱动 系统 依据 系统 有 无 活动 的 机 械 部 件 ， 可 分 为 有 活动 机 械 部 件 
和 无 活动 机 械 部 件 的 微 驱动 系统 (和 泵 )， 即 机 械 和 非 机 械 驱 动 系统 ; 依据 系统 所 用 驱动 力 的 不 
同 ， 可 分 为 流体 动力 、 气 动 动力 、 电 活动 力 、 电 磁 动 力 、 重 力 〈 流 体 静 压力 )、 热 气动 动力 、 






























































表面 张力 、 剪 切 力 、 离 心力 、 声 波动 力 、 压 电动 力 等 。 
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| 分 析 化 学 3 


nl 





6 液 相 色 谱 分 析 





-| 











在 微 流 


L 室 起 片 























具有 驱动 性 能 稳定 














不 易 实现 





2 TZE 


和 微 泵 采 ) 
工 的 特点 

















系统 微型 化 ; 
造价 高 。 在 PDMS 芯 
多 层 软 光 刻 技术 加 工 ， 
\， 其 结构 和 工作 原理 如 图 


























易 在 芯片 上 实现 集成 化 ， 但 结构 复杂 ， 





气动 微 阀 的 微 蠕动 泵 驱 


使 用 的 流体 动力 驱动 系统 主要 有 微量 注射 于 和 各 类 微机 械 往复 和 到。 前 者 
J 靠 、 流 量 范 围 可 在 (pl~al 一 nb/min 之 间 灵 活 可 调 的 
后 者 体积 微小 ， 
FF 中， 通常 采用 基于 PDMS “ 











优点 , 但 其 体积 较 大 ， 
加 工 难度 大 ， 
动 流体 四。 上述 微 阀 
























































也 是 芯片 系统 








经 常 








使 用 的 流 


(a) 


有 结构 简单 ， 体 积 微小 ， 
9-2 所 示 吕 。 
i 体 驱 动 方法 。 











垂直 通道 : 30nm 


Mo 
流体 流入 


(c) 


FE 当 PDMS 微 阀 和 和 泵 的 结构 及 工作 原理 

















NS 








(a) 采 


(b) 图 中 : A 一 简单 开关 





是 在 微 通道 两 端 
单 、 液 流 呈 扁平 流 



































相 流 体 控 
限 流 作用 的 器 件 。 














一 类 主动 阔 。 被 动 阀 的 } 


渗流 是 微 流 
i 型 
系统 的 稳定 性 易 受 流 

除 微 流体 的 驱 
制 ， 以 及 基 





FL 
呈报 


微 泵 的 显 微 昭 


(a) 图 中 : A 一 微 阀 加 工 流 程 ，B 一 微 阀 通道 封闭 结 


(c) 





三 个 微 阀 构成 的 微 蠕动 泵 结构 
构 ; 




















阅 ， 控 
C 一 蠕动 泵 ; DD 一 网 




















控 蕊 片 毛细 管 电泳 系统 
施加 高 电压 ， 


剖 通 道 宽 200hm， 流 动 通道 宽 100khm，B 一 30X50 
格 开关 








阀 ， EE 一 切换 阀 ，F 一 七 层 测试 结构 











易 实现 世 片 集成 
此 外 ， 重 力 和 负 压 驱动 方法 因 其 简 人 





化 、 规 模 化 加 
i 易 行 ， 


























灵 软 光 刻 技术 加 工 微 闪 流 程 图 及 微 阀 通道 封闭 示意 图 (B);，(b) 各 类 气动 PDMS 微 阀 和 





: 关 闪 ， 

















使 用 最 广 的 豫 











利用 











动 和 控制 技术 。 











有 渗流 驱动 的 原理 









































i 体 了 
动 


























于 光 、 
按 陋 的 功能 可 


























介质 组 成 和 微 通道 表 
技术 外 ， 其 他 的 微 流体 控制 技术 还 包括 微 阀 控制 、 
电 、 磁 、 声 、 热 等 效应 的 控 





型 代表 是 利 月 


上 通道 表 盏 





微 通道 与 流体 界面 上 存在 的 双 电 层 进行 驱动 ， 
无 脉动 、 驱 动 同 时 可 以 实现 无 阀 的 微 流 控 操作 等 优点 。 但 














有 方法 简 
渗流 驱动 




















有 性 质变 化 的 影响 。 

















制 技 术 。 阀 是 在 








是 微 流 控 忌 




















芯片 微 结构 控制 、 多 
流动 通道 内 起 控制 性 


通 




















分 为 单 向 阀 和 切换 阀 。 按 阀 的 结构 可 分 为 机 械 阀 和 非 机 械 阀 。 
按 阀 中 有 无 制动器 可 分 为 主动 阀 和 被 动 闪 。PDMS 气动 微 阀 





片 系统 中 使 用 较 多 的 














j 张 力 变 化 产生 阻 流 作 / 








] 的 突破 阀 。 


芯片 微 结 











构 控 制 技术 包括 改变 微 通道 构 型 、 改 变通 道 表 面 性 质 、 通 道内 外 附加 微 装置 三 类 技术 。 上 述 
技术 在 各 微 流 控 芯 片 分 析 系统 中 均 有 不 同形 式 的 应 用 。 
第 二 市 ” 微 流 探 心 片 分 析 系 统 

完整 的 微 流 控 蕊 片 分 析 系 统 应 包括 取样 、 进 样 、 试 样 预 处 理 、 高 分 辨 分 离 、 检 测 及 系统 
制 和 数据 处 理 显 示 等 单元 系统 。 然 而 ， 营 片 系统 是 否 需 要 全 部 集成 以 上 各 单元 子 系统 ， 还 
需 考 虑 实际 的 分 析 任 务 需 求 ， 以 及 系统 加 工 技术 和 成 本 的 限制 。 

一 、 微 流 控 进 样 系统 

微 流 控 芯片 进 样 是 蕊 片 分 析 系 统 中 的 关键 技术 之 一 ， 广 泛 应 用 于 芯片 毛细 管 电泳 、 蕊 片 
色谱 、 流 动 注射 、 连 续 流 动 分 析 系 统 的 进 样 操作 。 以 蕊 片 毛细 管 电泳 系统 为 例 ， 其 主要 进 样 
方式 有 基于 时 间 的 门 式 进 样 法 (gated injection) 上 0 和 基于 体积 的 “十 ” 字 通 道 夹 流 进 样 法 
(pinched injection ) (1。 
门 式 进 样 法 原理 如 图 9-3 所 示 。 其 优点 是 便于 进行 换 样 操作 ， 适 用 于 在 线 连续 监测 和 世 
片上 多 维 分离 系 统 ， 但 进 样 过 程 存在 电动 进 样 的 歧视 性 效应 。 
















































































蛋 谤 






































































































































训 “ 


门 式 进 样 法 
S 一 试 样 ，B 一 缓冲 液 ，D 一 分 离 分 析 通道 ，W 一 废 液 
箭头 表示 液 流 流动 方向 ， 图 中 小 直径 圆 点 表示 电场 下 迁移 速度 快 的 离子 ， 大 直径 圆 点 表示 迁移 速度 慢 的 离子 


“十 ” 字 通 道 夹 流 进 样 法 的 工作 原理 见 图 9-4。 夹 流 进 样 法 的 优点 是 可 消除 进 样 过 程 中 的 
电 歧 视 效 应 和 泄漏 效应 ， 准 确 重 现 地 控制 进 样 体积 和 试 样 区 带宽 度 。 

二 、 微 流 控 试 样 预 处 理 系统 

微 流 控 芯片 系统 可 实现 的 样品 前 处 理 操作 包括 : 基于 多 相 层 流 的 无 膜 扩散 分 离 、 过 小 、 
渗析 、 液 液 茶 取 、 固 相 蔡 取 、 样 品 稀 释 与 浓 集 以 及 浓度 梯度 的 形成 等 ， 还 能 够 完成 多 种 化 学 
和 生物 反应 ， 如 酶 催化 反应 、 免 疫 反 应 、 聚 合 酶 链 反 应 (PCR) 等， 以 及 与 细胞 分 析 相 关 的 
细胞 培养 、 操 控 、 刺 激 和 单 细 胞 捕获 等 。 
基于 多 相 层 流 的 扩散 分 离 技术 是 一 种 极 具 微 流 控 特色 的 无 膜 分 离 技 术 。 由 于 在 微 通道 中 
流体 的 雷诺 数 远 小 于 1， 流 体 总 是 表现 为 稳定 的 层 流 状态 ， 因 此 ， 多 束 连 续 流 动 的 流体 在 通 
道中 可 以 形成 平行 流动 、 不 相 混合 的 多 相 流 形 ， 而 流体 中 的 溶质 和 不 溶性 微粒 可 通过 分 子 扩 
散在 两 相 之 间 转 移 ， 完 成 分 离 操 作 。 通 常 ， 用 于 多 相 层 流 分 离 的 芯片 通道 构 型 主要 有 五 形 通 
道外 和 工 形 通道 i 两 种 。 多 相 层 流 芯 片 分 离 原理 见 图 9-5。 

利用 多 相 层 流 扩 散 分 离 系统 , 根据 微粒 子 大 小 不 同 , 扩散 系数 不 同 ,可 快速 实现 小 分 子 、 
离子 与 大 分 子 及 微粒 之 间 的 分 离 ， 对 试 样 进行 净化 ， 完 成 常规 的 离心 、 过 滤 、 渗 析 等 分 离 操 
作 。 还 可 用 于 实现 蛋白 质 组 研究 中 和 蛋白质 样品 的 脱盐 和 净化 操作 。 此 外 ， 利 用 多 相 层 流 扩散 
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(a) 
5 
机 
汪 
: | 
B 0D 
本 
W 
让 
(D) 


字 通 道 夹 流 进 样 法 





S 一 试 样 ，B 一 缓冲 液 ，D 一 分 离 分 析 通 道 ，W 一 废 液 


第 关 表 示 液 流 流动 方向 ; 图 中 小 








径 图 











点 表示 电场 下 迁移 速 




















度 快 的 离子 ， 大 直 





径 加 


点 表示 迁移 速度 慢 的 离子 











系统 还 可 以 在 微 通道 














利用 微 流 控 通道 网 络 
所 示 。 系 统 利用 多 层 
的 液 流 并 行 汇合 形 





























扩 增 技术 , 它 通 
量 呈 指数 级 扩 增 ， 具 








了 一 个 新 的 平台 ， 它 














者 在 蕊 片上 





成 加 工 温度 可 周 









































口袋 矿 癌 组 分 
口 快 扩 税 组 分 
加 相 马 扩 秀 站 [分 








tb) 


多 相 层 流 芯 片 分 离 原 理 
(a) H 形 通道 芯片 ; (b) T 形 通道 芯片 


内 形成 大 范围 的 浓度 梯度 。 如 Dertinger 等 "3 报道 的 一 种 微 流 控 混合 器 ， 
在 通道 中 产生 具有 复杂 构 型 的 浓度 梯度 。 该 混合 器 的 基本 构 型 如 图 9-6 





次 的 分 流 、 汇 流 混合 通道 ， 形 成 多 股 不 同 浓度 的 液 流 ， 最 后 众多 浓度 不 











成 多 相 层 流 ， 








并 依靠 分 子 扩散 形成 横 回 的 浓度 梯度 。 
聚合 酶 链 反 应 〈polymerase chain reaction，PCR ) 是 20 世纪 90 年 代 迅 速 发 展 起 来 的 一 种 


过 温度 循环 实现 特定 DNA 片段 的 体外 酶 促 合 成 , 迅速 使 目标 分 子 的 数 














山 | 





















































环流 过 三 个 不 





司 温 











直接 引入 CE 通道 进 








片 


区 的 通道 而 实现 扩 增 。 
PCR-CE 系统 055。 在 芯片 上 集成 加 工 体积 为 280nl 反应 室 ， 并 在 其 
检测 灵敏 度 可 降 至 
流动 式 PCR 芯片 结构 示意 





行 分 离 ， 
图 
































。 该 芯片 采用 透 迄 式 的 通道 构 型 ， 在 约 3cmX4cm 的 玻璃 芯 


上 加 工 出 总 长 度 约 2.2m 的 样品 通道 ， 可 实现 20 个 循环 的 PCR 扩 增 。 采 用 该 系统 考察 了 


上 有 特异 性 强 、 灵 人 敏 度 高 、 操 作 简 便 等 特点 ， 广 泛 应 ) 
常规 的 PCR 方法 存在 耗 时 长 、 操 作 烦 琐 、 试 剂 消耗 大 等 缺点 。 微 流 控 系 统 为 PCR 反应 提供 


2 具有 通 量 高 、 热 传导 效率 高 、 污 染 小 、 试 


剂 消耗 小 、 易 集成 等 优点 。 














于 生命 科学 领域 。 





























根据 芯片 设计 和 热 循 环 方式 不 同 ， 芯 片 PCR 技术 叉 分 为 微 室 静态 式 和 连续 流动 式 两 种 。 前 
期 性 变化 的 反应 小 室 实现 变温 
图 9-7 为 一 种 典型 的 





扩 增 ， 
































而 后 者 则 依靠 反应 液 循 
基于 微 室 静态 式 的 集成 






































单个 拷贝 DNA。 图 9-8 为 一 种 : 

















完成 PCR 扩 增 ， 产 物 
型 的 连续 





























不 同 流速 下 〈5.8 一 72.9nl/s 范围 内 ) 176bp DNA 的 PCR 扩 增 效果 ，20 个 循环 总 扩 增 时 间 为 


18.7~1.5min。 
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天 到 
44 1 1 
HL BW HI 8- 握 
Ga CG;Cr sg 





Ce 





(0) 
“圣诞 树 ”型 微 混合 


交流 培 疝 





SC 
~ ps : 下 
-人 他 


样 册 
池 首 
(a) 梨 成 化 破 摘 PCR-CT 巷 上 二 水 吝 (b) PCR 皮 应 宝 结 构 
基于 微 室 静态 式 的 集成 PCR-CE 系统 
三 、 高 分 辨 分 离 系统 








在 微 流 控 芯片 上 集成 的 高 分 辨 分 离 系 统 主要 有 毛细 管 电泳 系统 和 高 效 液 相 色 谱系 统 两 类 。 心 




















片 毛细 管 电泳 在 芯片 微 通 道中 完成 样品 组 分 的 进 样 、 电 泳 分 离 和 检测 ， 图 9-9 为 典型 的 “十 ” 字 











通道 毛细 管 电泳 芯片 照片 及 其 分 离 气 基 酸 的 结果 5" 。 在 分 离 原 理 上 ， 芯 片 电泳 与 常规 毛细 管 电 


泳 相似 , 可 完成 





















































多 种 模式 的 电泳 分 离 , 包括 自由 区 带电 泳 、 胶 束 电动 色谱 、 凝 胶 电 泳 、 等 电 聚 焦 、 




















等 速 电 泳 、 电 色谱 等 。 但 由 于 其 可 通过 微 通 道 设计 方便 地 实现 小 体积 (pl~nl 级 ) 进 样 和 施加 更 





的 分 离 场 强 ， 











在 分 离 分 析 性 能 上 较 常 规 毛细 管 电泳 系统 有 显著 的 提高 , 可 实现 对 氨基 酸 、 多 肽 、 











高 

蛋白 质 、 核 酸 等 生物 样品 的 高 速 、 高 效 〈 搭 板 数 106m ) 和 高 通 量 的 分 离 分 析 。 此 外 ， 利 用 芯 
片 通道 设计 ， 借 助 MEMS 技术 ， 还 可 以 在 芯片 上 集成 加 工 各 种 操作 单元 ， 包 括 样品 预 处 理 、 进 
电泳 、 检 测 等 单元 ， 实 现 分 析 系 统 的 微型 化 、 集 成 化 和 上 自动 化 。 




















样 、 电 泳 、 多 给 
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输入 


A 950 焙 


B 77， 扩 增 


忆 60C， 退 ， 





图 9-9 


水 


tat 


(a) 





输出 















































10num 
(b) 
BE 连续 流动 式 PCR 芯片 系统 


译 训 液 | | 样 贞 





入 

10umol:l 县 其 酸 虑 沪 
pH-9.0 0 洽 潭 玫 
11.25kVU.06kV:cm) 虐 浪 


三 2.2cm 








! 寺 folis 

(b) 

十 字 通 道 毛 细 管 电泳 芯片 照片 及 其 对 氨基 酸 的 分 离 结 果 
(a) 玻璃 基质 毛细 管 电泳 芯片 通道 电镜 照片 ; 











(b) 毛细 管 电泳 芯片 分 离 6 种 荧光 标记 氨基 酸 电泳 图 











1 一 精 氨 酸 ;2 一 FITC; 3 一 谷 氨 酰胺 ，4 一 茶 丙 氨 酸 ; 5 一 天 冬 酰 胺 ;6 一 丝氨酸 ;7 一 甘氨酸 








Agilent 公司 发 展 








了 一 种 



























































成 化 液 相 色 谱 芯片 上 ,借助 激光 加 工 技术 , 将 液 相 色谱 进 样 阀 、 





























预 富 集 柱 、 色 谱 分 离 柱 和 电 噶 和 雾 喷 针 集成 加 工 于 高 聚 物 蕊 片上 ， 如 图 9-10 所 示 。 样 品 首先 被 


通 入 预 富 集 柱 进 行 富 集 ， 然 后 旋转 进 样 阀 ， 流 动 相 将 富 集 在 预 语 集 柱 上 的 样品 洗 脱 进入 色谱 























柱 进行 分 离 ， 分 离 后 的 组 分 通过 电 喷 雾 喷 针 进入 质谱 进行 检测 。 该 系统 可 实现 对 微量 样品 的 
快速 富 集 、 色 谱 分 离 和 质谱 检测 ， 并 成 功 应 用 于 酶 解 牛 血清 蛋白 〈BSA) 样品 的 分 析 和 肿瘤 








标志 物 的 发 现 。 




















fb) 


纳 贰 窟 顺 秆 “和 
Agilent 公司 研发 的 集成 化 液 相 色谱 芯片 


四 、 检 测 系统 








原理 上 ， 和 常规 分 析 系 统 中 使 用 的 检测 方法 均 可 应 有 
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金属 纳 噶 雾 晓 针 


分 离 柱 


150mmx7Shm 
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日 到 微 流 控 蕊 片 系统 中 。 与 传统 的 仪器 


分 析 检 测 系 统 相 比 ， 微 流 控 蕊 片 分 析 系 统 对 检测 器 有 一 些 特殊 的 要 求 ， 如 更 高 的 检测 灵敏 度 
和 信 噪 比 。 在 芯片 微 通道 中 ， 待 测 溶液 的 体积 微小 《通常 在 纳 升 、 皮 升 ， 甚 至 飞升 水 平 )， 通 
常 较 常 规 系统 减 小 2 一 6 个 数量 级 , 因此 要 求 检 测 系统 具有 更 高 的 检测 灵敏 度 和 信 噪 比 。 此 外 ， 
如 果 需 要 实现 分 析 系 统 的 整体 集成 化 与 微型 化 ， 还 要 求 检 测 器 具有 体积 小 、 系 统 集成 、 性 能 
微 流 控 世 片 分 析 系 统 中 常用 的 检测 器 有 光学 检测 
器 、 电 化 学 检测 器 和 质谱 检测 器 等 。 其 中 ， 光 学 检测 器 还 分 为 获 光 、 吸 收 光 度 、 化 学 发 光 、 
激光 热 透镜 、 核 磁 共 振 、 原 子 光 谱 、 示 差 折光 检测 器 等 。 






































稳定 可 靠 、 成 本 低 等 特点 。 根 据 检测 原理 ， 


























1， 荧光 检测 






















































































痰 光 法 因 其 具有 检测 灵敏 度 高 、 检 测 区 域 小 、 线 性 范围 宽 的 优点 ， 是 微 流 控 蕊 片 系统 中 












































使 用 最 多 的 检测 方法 。 适 于 芯片 系统 使 用 的 荧光 检测 器 主要 有 常规 的 倒置 荧光 显微镜 和 激光 
诱导 荧光 (LIEF) 检 测 器 。LIF 是 检测 灵敏 度 最 高 的 检测 方法 之 一 ,一 般 可 达到 10 ?一 10-2mol/L， 




















甚至 可 达到 单 分 子 检测 水 平 。 























根据 光路 结构 的 不 同 ，LIF 检测 系统 主要 可 分 为 共聚 焦 和 非 共 焦 两 种 结构 类 型 ， 



































焦 结 构 中 又 可 再 分 为 正 交 结构 、 和 斜 射 结构 、 透 射 结构 等 多 种 光路 模式 (图 9-11) "1。 








而 非 共 


共聚 焦 


LIF 检测 器 具有 精密 的 光路 结构 ， 适 合 于 谈 光 成 像 、 断 层 扫 描 和 高 灵敏 度 检 测 等 ， 其 缺点 是 


光学 结构 复杂 、 体 积 较 大 、 不 易 微 型 化 。 而 非 共 焦 结构 的 工 正 检测 器 的 光路 结构 相对 简单 ， 
易于 搭建 和 实现 微型 化 ， 但 其 缺点 是 不 适 了 









































光源 、 二 向 色 镜 、 聚 光 透 镜 、 针 孔 滤 波 器 和 滤 光 片 等 元 们 

















高 分 辩 的 光学 信号 测量 ， 如 奖 光 成 像 。 











图 9-12 为 一 种 典型 的 用 于 微 流 控 芯 片 的 共聚 焦 型 LIF 检测 器 "7" 结构 示意 图 , 主要 由 激光 














F 构 成 。 激 光束 经 扩 束 器 扩 束 准 直 ， 





再 经 二 向 色 镜 反射 至 与 芯片 平面 垂直 的 方向 上 ， 由 物镜 聚焦 后 垂直 入 射 到 芯片 微 通道 内 的 检 








测 区 域 ， 激发 产生 的 诡 光 经 由 同一 物镜 收集 ， 并 透 过 二 向 色 镜 ， 经 另 一 透镜 聚焦 ， 














在 聚焦 点 





位 置 由 针 孔 滤波 器 滤 除 杂 散 光 ， 再 经 滤 光 片 进 一 步 滤 除 干 扰 光 后 成 像 在 光 探测 元 件 的 检测 区 





域 上 。 
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1 
(ce) (1) 


激光 诱导 荧光 检测 系统 光路 模式 

















(a) 共 焦 结构 ;(b)，(c) 斜 射 结构 ;(d)，(e),，(f) 正 交 结构 
E 一 激发 光 ;， 下 一 荧光 ; 工 一 透 锐 ;，O 一 光纤 












一 棚 管 


光束 扩 民 器 汶 光 路 











区 民 症 网 。 共聚 焦 型 LIF 检测 器 结构 























图 9-13 为 一 种 正 交 型 光路 结构 LIF 检测 器 09。 在 该 光路 中 , 激发 光路 和 荧光 采集 光路 处 
于 相互 垂直 的 平面 ， 其 优点 是 激发 光 对 荧光 检测 的 干扰 少 ， 且 系统 结构 相对 简单 ， 易 于 搭建 。 
系统 利用 芯片 经 过 抛光 的 侧 壁 作为 荧光 的 出 射 区 ， 通 过 在 与 激光 光路 垂直 的 平面 上 1 
向 检测 荧光 ， 有 效 地 降低 了 激发 光 散 射 对 荧光 检测 的 和 干扰， 者 
素 钠 的 检测 限 低 至 1.1pmol/L (S/N=3)。 

































































高 45° 方 
得 高 检测 灵敏 度 ， 系 统 对 淡 光 









































2. 吸收 光 
吸 





度 检 测 


疏 光 度 检 测 是 一 种 应 用 广泛 、 通 ) 


测 区 域 体 积 微小 ， 吸 收 光 程 短 ， 
关 微 流 控 吸收 光度 检测 方法 的 


通道 的 轴 
提高 检测 

















此 外 ， 还 有 一 种 利 月 
上 的 吸 








聚焦 透镜 




















物镜 

















究 主要 集 
































向 方向 检测 ， 或 加 工具 有 多 重 反 
灵敏 度 。 


























于 检测 微 结构 内 浓度 较 高 的 待 测 物 。 


3.， 电 化 学 


检测 








电化 学 检测 方法 


















滤 光 片 


性 较 强 的 光学 检测 方法 。 但 
导致 对 吸光 度 检测 的 灵敏 度 较 低 ， 其 应 用 受到 很 大 限制 。 有 
于 如 何 提高 芯片 检测 池 的 吸收 光 程 。 
射 或 液 蔚 波 导 功 能 的 芯片 微 检测 池 《〈 图 9-14 )， 
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光电 倍增 管 


区区 站 加 正 交 型 LIF 检测 器 结构 示意 

















1 于 在 芯片 微 通道 
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如 在 芯片 微 
以 























晶体 视 镜 或 显微镜 匹配 CCD 摄像 头 成 像 的 方法 可 较 方 便 地 实现 芯片 
疏 光 度 检 测 。 该 法 可 实现 蔚 片 上 一 定 区 域 的 面 阵 检 测 ， 但 受 检测 光 程 的 限制 ， 仅 适用 














有 检测 灵敏 度 高 、 检 测 体 积 小 、 设 备 简单 、 易 于 微型 化 等 特点 ， 在 实 














现 微 流 控 芯片 系统 集成 化 和 微型 化 ， 以 及 检测 通道 阵列 化 等 方面 具有 独特 的 优势 。 根 据 检测 























原 至 


的 不 同 ，| 











于 局 








测 器 。 


安培 检测 器 一 般 采 用 三 
管 电泳 系统 中 应 


+ 分 析 系 统 的 
































检测 系统 的 干扰 问题 ， 即 实 ; 


培 检测 器 可 分 为 离 柱 式 〈off- 
导电 接口 








CO 











接 








中 ， 


(flow-through〉 三 种 类 型 


按 工 











工 在 心 片 通道 」 


样 的 集成 化 电极 一 旦 


想 的 芯片 检测 方法 。 与 微 流 探 世 片 联 








处 接地 的 方法 ， 使 上 






























































电化 学 检测 器 主要 包括 安培 检测 器 、 电 导 检 测 器 和 电位 检 











hi 

















于 毛 








作 电 极 加 工 位 置 的 不 同 ， 
的 检测 池 跌 ， 如 




















4. 质谱 检 


质谱 检测 法 具有 样品 无 需 标 记 、 耗 样 量 小 、 检 测 灵敏 度 高 、 信 息 量 大 的 特点 ， 是 一 种 理 
j 的 质谱 系统 主要 采用 电 喷 雾 离 子 化 (ESI) 和 基质 辅 遇 


上 ， 有 利于 形成 集成 化 的 芯片 系统 ， 同 时 也 适 了 
钝 化 后 则 不 易 清 洗 和 更 换 ， 较 适合 于 一 次 性 使 用 。 











测 
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电极 体系 ， 检 测 灵 人 敏 度 较 高 ， 且 
j 较 多 。 安 培 检测 器 在 用 
现 电 泳 系 统 与 安培 检测 上 
lumn ) 和 村 


泳 系统 时 需 解 决 电泳 分 离 高 
的 电场 隔离 。 根 据 检测 器 位 置 的 不 同 ， 安 
EFE 端 式 (end-column〉 两 种 凶 。 

















有 一 定 的 选择 性 ， 在 芯片 毛细 




















有 压 对 安培 



































离 柱 式 安 培 检测 采用 





























〈 亦 称 去 耦 器 ) 将 微 通 道 分 为 分 离 通道 和 检测 通道 两 部 分 ， 通 过 使 分 离 
电泳 分 离 电 场 与 检测 系统 隔离 。 在 用 于 电泳 芯片 的 柱 端 安培 检测 系统 
可 分 为 流 经 式 (flow-by)、 流 向 式 〈flow-onto)、 
图 9-15 所 示 。 多 数 安培 检测 








电压 在 导电 


Es 

















和 流通 式 
器 的 工作 电极 均 直 接 加 






































实现 芯 方 的 批量 化 生产 。 但 这 
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中 











激光 解吸 离子 化 (MALDI) 两 种 离子 化 方法 。 有 具有 纳 升 级 电 喷雾 离子 源 的 质谱 系统 因 其 流 上 
与 芯片 系统 较为 匹配 ， 适 于 用 作 芯 片 系统 的 在 线 检测 器 。 微 流 控 芯片 与 电 喷 雾 质谱 系统 联 用 
的 关键 之 一 是 电 喷雾 喷 针 的 设计 和 加 工 ， 甚 结构 对 样品 的 离子 化 程度 和 质谱 分 析 性 能 有 重要 
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的 影响 。 用 于 芯片 -质谱 系统 的 电 喷 雾 喷 针 结 构 主 要 分 为 四 种 模式 ， 包 括 芯 片 边缘 喷 针 、 世 片 
耦合 毛细 管 喷 针 、 芯 片 一 体 化 喷 针 、 外 置 可 移动 式 喷 针 (如 图 9-16)。 与 其 他 类 型 芯片 相 比 ， 
一 体 化 电 喷 雾 芯 片 具 有 集成 度 高 、 无 死 体积 等 优点 ， 在 芯片 -质谱 系统 中 使 用 较 多 。 
微 通道 电 蚁 
[ow ~ : 
ss a Sl po nd 
ee {a) 
垂下 方向 检测 多 重 反射 检测 电 叶 
1 
2 | ~ es Ss So a 册 1 
轴 向 检测 液 芯 湾 蔷 丛 测 ER Sa 
Zp ~ a My NN > 由 下 
区 必 汪 四。 微 流 控 吸收 光度 检测 光路 模式 : on 
微 通道 电 喷 守 
: 
EF . 体 化 喷 针 
{c) 
亡 -一 移动 台 
样品 管 — es 
/oA i 
Em 时 
(a} en 
pe Te 
二 一 -| [J 微 芭 片 ”一 毛细 管 喷 针 阵列 
tb (0) 0 (d) 
区 民 丙 网 ” 微 流 控 芯 片 安 培 检 测 器 结构 区 民 丙 风电 喷 才 芯片 的 喷 针 结构 
Ca) “十 ” 字 通 道 毛细 管 电泳 芯片 ，(b》 流 经 式 检测 池 ; (a) 在 芯片 边缘 形成 电 喷 雾 : (b) 芯片 通道 与 毛细 管 电 喷 
Cc) 流向 式 检测 池 ;(d) 流通 式 检测 池 〔 端 视 ) 雾 喷 针 耦合 ，(c) 在 芯片 边缘 微 加 工 一 体 化 电 喷雾 喷 针 ; 
(箭头 表示 通道 中 的 液 流 方向 ， 阴 影 部 分 表示 工作 电极 ) Cd) 芯片 通道 出 口 依次 与 电 喷雾 喷 针 阵列 连接 




















第 三 节 微 流 控 忆 片 分 析 系 统 的 应 用 


微 流 控 芯 片 系统 在 微量 、 高 通 量 分 析 ， 以 及 分 析 仪 器 微型 化 、 集 成 化 、 自 动 化 和 便携 化 
方面 所 具有 的 独特 优势 ， 使 其 在 化 学 、 生 物 学 和 医学 研究 ， 临 床 医学 诊断 ， 高 通 量 药物 筛选 ， 
卫生 防疫 ， 食 品 安全 ， 司 法 鉴定 ， 环 境 监 测 ， 空 间 和 天 体 生 物 学 研究 等 众多 领域 具有 广阔 的 
应 用 前 景 。 
在 基于 阵列 毛细 管 电泳 的 DNA 测序 技术 研究 方面 ,1999 年 , Mathies 研究 组 报道 了 基 
于 圆 盘 式 玻璃 芯片 的 96 通道 毛细 管 电泳 芯片 。 在 直径 150mm 的 圆 盘 式 芯片 上 ， 高 密度 加 工 
了 96 个 呈 辐 射 排 布 的 毛细 管 电泳 通道 阵列 ， 每 个 通道 长 160mm， 采 用 旋转 扫描 LIF 系统 进 
行 检 测 , 在 120s 内 平行 分 离 96 个 DNA 片段 样品 。 在 2001 年 ,该 研究 组 又 制备 了 直径 达 200mm 
的 圆 盘 芯 片 ， 将 芯片 上 集成 的 通道 数 增加 至 384 个 5 。 系 统 在 325s 内 成 功 平行 分 离 379 个 
DNA 样品 (成 功率 98.7%)， 对 100 一 1000bp DNA 标准 物 的 分 辨 率 达 到 10bp (图 9-17)。 
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区 

总 288 

312 

336 

360 
Sr mr 384 8 

200 250 300 350 200 250 300 350 

流动 时 间 ;s 流动 时 间 ;s 


WW。 384 通道 圆 盘 芯 片 及 其 对 DNA 片段 的 分 离 
每 个 分 离 通道 宽 60nm， 深 30npm， 有 效 分 离 距 离 8.0cm; 
Si 一 Ss 分 别 为 四 个 样品 液 池 ，“ 负 极 ” 为 四 个 通道 共用 的 负极 液 池 
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2003 年 , Ramsey 研究 组 "报道 了 基于 毛细 管 胺 束 








的 二 给 














分离 芯片 〈 见 
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电动 色谱 (MEKC) 和 区 带电 泳 (CZE) 
图 9-18)。 其 中 ，MEKC 通道 长 19.6cm，CE 通道 长 1.3cm， 分 离 场 强 和 








分 离 效 率 〔 塔 板 高 度 ) 分 别 为 200V/cm、0.9hm 和 2400V/cm、0.3hm。 采 用 激光 诱导 荧光 检 


测 ? 系统 被 成 功 应 用 于 重 白 








E 分 F 


质 酶 解 产 物 的 二 维 
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> Sr 


其 中 第 一 维 分 离 峰 容量 为 110， 第 二 





作为 38 。 












































5 ， 在 15min 分 离 时 间 内 获得 4200 的 峰 容 


A 
S = Es 
a : ee. 
三 本 生 
700 Ge 
1 | ss 
- 天 一 
到 600 二 - 
闪 500 
MEKC 三 -i 一 -一 
400 i 
T= Sr i < 一 
300 
0,5 06 07 08 09 ] 0 
CZE 迁 移 时 间 :s 
”MEKC 和 CZE 的 二 维 分 离 芯 片 及 其 对 牛 血清 白 蛋 白 酶 解 产物 的 分 离 


2001 年 ,Delamarche 研究 组 29 研制 了 微 马 
赛 克 型 免疫 分 析 (micromosaic immunoassay ) 
芯片 (如 图 9-19 所 示 )。 该 型 芯片 通常 由 一 个 











刻 刨 有 多 条 微 通道 的 盖 片 和 











成 。 





个 PDMS 基 片 组 








测定 前 ， 先 在 PDMS 基 片 上 国定 多 条 抗体 





(或 抗原 ) 的 条 带 。 测 定时 , 待 测 抗 原 (或 抗体 ) 





的 流动 通道 与 固定 条 带 相 互 垂直 接触 ， 

















由 于 符 








测 物 与 固定 条 带 的 特异 性 反应 ， 在 芯片 上 形成 


了 马赛 殉 形 的 结 





者 构 ， 有 免疫 反应 发 生 的 地 方 即 

















可 检测 到 获 光 信号 。 利 ) 





] 这 种 芯片 ， 可 实现 多 








样品 、 多 指标 的 微量 免疫 分 析 。 该 芯片 系统 被 





a = 
用 于 集 























白 A 与 八 种 不 同 来 源 IgG 之 间 相 互 作用 


的 研究 ， 试 剂 消耗 量 仅 为 lu1， 抗 原 - 抗 体 反 应 
仅 需 3min， 总 分 析 时 间 为 20min 。 











性 的 工作 ， 将 月 


在 微 流 控 蕊 
在 实现 分 析 系 统 的 整体 集成 化 方面 


























片 技术 五 期 , Burns 等 [2 


做 出 了 示范 


究 的 量 




















离 、 检 测 等 单元 集成 化 加 工 在 一 个 蕊 片上 ( 


日 于 DNA 分 析 的 加 热 反 应 、 分 
图 








9-20)， 系 统 达 到 很 高 的 集成 度 。 





fc) 识别 








微 马 赛 克 型 免疫 分 析 芯 片 
结构 和 工作 原理 
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集成 化 的 DNA 分 析 芯 


由 





近年 来 , 因 在 仪器 微型 化 和 集成 化 方面 的 优势 , 微 流 控 芯 片 系统 在 床 边 检验 (point of 
care testing，POCT) 领域 的 应 用 不 断 拓展 ， 文 献 报道 了 多 种 可 满足 POCT 需求 的 芯片 系 
统 。2004 年 ，Liu 等 2 报道 了 电解 泵 驱动 的 聚 乙烯 (PE) 预 封装 复合 芯片 ， 用 来 完成 细 
胞 捕获 、DNA 提取 、PCR 扩 增 和 DNA 杂交 等 操作 。 分 析 过 程 所 用 试剂 连同 试 样 都 预 封 
装 在 三 层 复合 芯片 内 ( 见 图 9-21)， 芯片 由 PC 盖 片 、PC 基 片 和 印 制 电 路 板 (PCB ) 构成 ， 
芯片 上 加 工 有 多 个 液 池 ， 分 别 用 于 试 样 、 清 洗 液 、 杂 交 试 剂 、PCR 试剂 的 储存 ， 还 集成 
加 工 了 电解 泵 、 石 蜡 热 阀 、 压 电 制 动 的 混合 器 、 微 阵列 电极 检测 器 等 。 系 统 可 自动 完成 基 
于 磁 珠 的 血液 样品 中 目标 病原 体 的 捕获 、 清 洗 、 细 胞 破 膜 、PCR 试剂 加 入 、PCR 循环 变 
温 、PCR 产物 的 杂交 及 检测 。 











































































































泵 3 泵 4 











丰  WaWNSs 


微 阵列 室 中 
PZT 盘 

EE 到。 全 集成 复合 芯片 结构 和 实物 照片 
EEZED 
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相 匹 


| 分 析 化 学 


微 流 控 芯片 是 进行 细胞 操纵 和 研究 的 理 
六 进行 多 细胞 或 单 细 胞 的 操纵 与 控制 。 


配 ， 易 了 





能 实 


道 、 规 模 化 、 


包括 
基于 





的 阵 
离 微 














现 对 细胞 














细胞 培养 、 





列 
腔 入 口 





单 

















胞 基因 





多 于 1000 种 基因 序列 


滴 系 
隔离 


样品 稀释 和 交叉 污染 问题 。 





WAT: 


= 的 


| 


高 通 量 


生长 微 环境 的 精确 模拟 与 控制 。 
时 的 细胞 分 析 与 下 
分 选 、 捕 获 、 破 膜 、 
PDMS 微 阀 的 全 集成 单 
实时 定量 亦 光 检测 等 多 步 操 作 。 单 细胞 捕 
结构 ， 借 助 显微镜 观察 ， 选 择 性 地 逐 
微 阀 ， 
| 组 扩 增 。 采 用 














! 细 








再 根据 图 

















图 详 中。 





wm 


Wu 


| be 二 | 
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9-22 





在 多 相 微 流 控 研 究 领域 ， 


液体 被 与 其 不 互 溶 的 男 一 相 或 者 多 相隔 离 形 成 非 连 续 


手册 6 | 液 相 色 谱 


9-23 所 示 
该 系统 对 人 


分 析 

















想 平 台 ， 其 系统 内 微米 级 的 通道 尺寸 与 细胞 大 小 
利用 微 流 控 芯片 对 微 流体 的 灵活 控制 能 力 
利用 微 流 控 芯片 集成 度 高 的 特点 ， 可 实现 多 通 
究 。 在 微 流 控 蕊 片上 已 可 完成 多 种 细胞 控制 和 分 析 操 作 ， 
内 容 物 分 析 等 。2007 年 ，Quake 研究 组 ”发展 了 一 种 
组 分 析 系 统 , 实现 了 单 细 胞 捕获 、 细胞 裂解 、PCR 扩 增 、 
获 过 程 如 图 9-22 所 示 , 细胞 分 离 微 腔 设计 为 可 寻 址 
一 泵 入 单个 细胞 ， 完 成 细胞 捕获 后 ， 关 闭 细 胞 分 
顺序 引入 细胞 裂解 液 、 中 和 液 、PCR 反应 液 进行 
腔 中 TM7 门 细菌 进行 单 细 胞 分 析 , 经 过 测序 后 可 得 到 
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过 程 ， 















































到 下 一 个 单元 
细胞 分 离 | | 
;3 计数 
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| 进 人 室内 


者 








细胞 数目 <>1 





用 于 单 细胞 捕获 及 基因 组 DNA 扩 增 的 集成 化 PDMS 芯片 系统 


已 
可 





是 基于 液 滴 的 微 流 控 系 统 。 在 微 流 控 液 
流体 。 由 于 不 互 溶 相 的 


目前 占 主导 地 位 的 系统 






































和 保护 作用 ， 可 避免 液 滴 之 





间 在 传输 和 储存 过 程 中 由 于 分 子 扩散 、 对 流 或 吸附 所 造成 的 








因 





升级 体积 上 进行 生化 反应 和 测 








括 基 
滴 系 


地 记 


直接 
方法 


生成 、 





于 连 乡 


试剂 加 入 、 
应 及 分 析 所 需要 的 全 部 操作 。 图 9-24 为 微 流 控 液 滴 分 析 系 统 
卖 流 的 液 滴 系 统 、 


液 滴 融 合 、 





基 








统 和 顺 语 





由 于 液 滴 系 统 
本 的 初始 状态 信息 ， 
流 控 液 滴 技 术 的 化 学 极 (chemistrode ) 系统 (图 9-25 )。 





录 届 








中 水 相 液 滴 和 





5 的 监测 时 间 Ismagilov 研 








此 ， 每 个 液 滴 可 以 看 作 是 一 个 独立 的 微 反 应 器 ， 可 在 飞升 至 纳 
定 。 利 用 微 流 控 系统 的 微量 液体 操控 能 力 ， 可 实现 液 滴 的 定量 
分 裂 、 储 存 、 捕 获 以 及 筛选 ， 从 而 在 液 滴 反 应 器 中 完成 常规 反 
中 不 同 操作 模式 的 原理 示意 ， 包 
滑 移 芯片 系统 、 顺 序 组 装 液 





















































于 电 润 湿 操 纵 的 数字 微 流 控 系统 、 





ee 








用 于 在 线 监测 领域 时 ， 系 统 可 真实 
究 组 "发展 了 基于 微 


将 预先 生成 的 水 相 液 滴 - 油 相间 隔 流 























导入 取样 
将 含有 相 





探 针 芯 片 通道 内 ， 与 被 测 样品 表 国 
品 组 分 的 液 滴 分 成 四 个 子 液 滴 ， 








分 进行 定性 和 定量 测定 。 液 滴 


岛 样品 




















品 的 


胰岛 素 应 激 释 放生 


Ny 


























i 接触 并 带 走样 品 的 释放 物 。 采 用 液 滴 分 裂 的 
种 分 析 手 段 对 液 滴 中 的 化 学 组 
该 系统 被 应 用 于 单个 胰 





























然后 分 别 使 用 四 
间 分 辨 率 可 达 15nm。 





























型 取样 探 针 的 空 











九 。 
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单 细胞 基因 组 DNA 扩 增 系统 多 步 液体 操纵 过 程 示意 图 





























(el) | (e2) {e3) 
R‘ [9 | | 
(c2) OD 个 | | 
| 
RE 到 不 同 操作 模式 的 微 流 控 液 滴 分 析 系 统 
(a) 连续 流 液 滴 系统 ; 于 电 润 混 操 纵 的 数字 微 流 控 系统 ;(c) 滑 移 芯片 系统 ; 


(d) i (Ce) 顺序 操作 二 维 液 滴 阵 列 系统 
S 一 样品 :Si 一 样品 1; Ss 一 样品 2; R 一 试剂 1; R 一 试剂 2，O 一 油 相 ; 
Ci 一 上 片 ; Cs 一 下 片 : C 一 微 孔 阵 列 芯 片 





改 | 溃 


| 250 | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 








模拟 ， 记 录 | mm 分 型 ep 注入 试剂 | mm | 分 析 


+ 分 析 试 剂 











200hm 可 有 
2 30ms EOms 





本 基于 微 流 控 液 滴 技 术 的 化 学 极 ( chemistrode ) 系统 
(a) 系统 工作 流程 ; (b) 系统 结构 和 工作 原理 示意 ; (c) 取样 探 针 取样 过 程 照片 
































作为 新 一 代 微 流 控 技 术 的 典型 代表 ， 液 滴 微 流 控 系 统 所 具有 的 超 微量 、 高 效 、 











诸多 优点 使 其 成 为 一 种 在 微观 尺度 上 进行 化 学 和 生物 学 研究 的 重要 



































规模 化 单 分 子 DNA (数字 PCR) 或 蛋白 质 检测 、 单 细胞 分 析 、 高 i 
晶 第 选 、 在 线 活体 监测 、 高 效 可 控 化 学 材料 合成 等 重要 领域 。 
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改 | 小 


第 十 章 “平面 分 离 技 术 


第 一 节 概 述 

平面 分 离 技术 是 相对 于 柱 分 离 技术 而 言 的 ， 与 柱 分 离 方法 的 原理 完全 相同 ， 只 是 平面 分 

离 技术 一 般 为 离线 操作 ， 而 柱 分 离 技术 为 在 线 操作 。 平 面 分 离 方法 包括 平面 色谱 法 〈 纸 色谱 
法 和 注 层 色谱 法 ) 和 平板 电泳 法 〈 纸 电泳 法 、 薄 层 电 泳 法 和 凝 胶 电泳 法 )。 









































































































































































































































纸 色 谱 法 的 载体 为 滤纸 ， 其 主要 原料 为 纤维 素 。 注 层 色 谱 是 在 吸附 色谱 法 基础 上 发 展 起 
来 的 。 早 在 1938 年 ，H3Maiinos 等 凹 首 先 利用 薄 层 色谱 法 鉴定 了 颠 茹 醒 等 十 六 种 植物 制剂 。 
取 醒 剂 一 滴 ， 点 在 氧化 铝 薄 板 上 ， 用 酒精 作 展 开 剂 进行 分 离 后 ， 在 荧光 灯 下 对 出 现 的 不 同色 
带 进 行 鉴别 。1946 年 Consden 等 用 硅胶 薄 层 进行 的 氨基 酸 电 泳 ,以 及 用 纸 、 醋 酸 纤 维 、 纤 维 



















































































素 或 省 粉 、 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 、 玩 脂 糖 凝 胶 等 文 持 物 做 成 薄膜 或 薄 层 的 电泳 通称 为 莱 层 电 泳 ， 
这 种 技术 被 广泛 应 用 于 无 机 、 有 机 、 药 物 、 生 物 和 高 分 子 等 各 领域 。 

自 1941 年 Martin 采用 基于 分 配 原理 的 硅胶 柱 色谱 法 成 功 地 分 离 了 和 氨基酸 站，1944 年 
Martin 等 中 尝试 用 纸 作 载 体 分 离 了 蛋白 质 水 解 液 中 的 氨基 酸 ， 从 此 出 现 了 纸 色谱 法 。1938 年 
Izmailov 等 由 首次 在 显微镜 载 玻 片上 涂 布 氧化 铝 薄 层 ， 用 微量 圆 环 技术 分 离 了 多 种 植物 醒 剂 
的 成 分 这 是 最 早 的 薄 层 色谱 法 。20 世纪 50 年 代 ，Kirchner 及 Miller 等 上 在 上 述 方法 的 
基础 上 用 硅胶 为 吸附 剂 、 业 石 膏 为 条 合剂 ， 涂 在 玻璃 载 板 上 人 制 成 硅胶 薄 层 ， 成 功 地 分 离 了 挥 
发 油 ， 从 而 发 展 了 薄 层 色谱 法 。 

平面 色谱 法 设备 简单 、 操 作 方 便 、 分 离 速 度 快 、 灵 敏 度 及 分 辨 紊 高 ， 特 别 是 薄 层 色谱 法 
具有 显 色 剂 选择 范围 宽 、 负 载 量 较 纸 色 谱 大 ， 且 切割 色 带 较 柱 色谱 方便 等 优点 ， 因 此 ， 在 分 
离 分 析 及 小 量 制 备 工作 中 逐渐 地 取代 了 纸 色 谱 法 。 经 典 的 薄 层 色谱 法 在 仪器 自动 化 程度 、 分 
辨 率 及 重 现 性 等 方面 不 及 以 后 发 展 起 来 的 气相 色谱 法 和 高 效 液 相 色 谱 法 ， 被 认为 只 是 一 种 定 
性 和 半 定 量 的 方法 而 未 受到 足够 的 重视 。 但 薄 层 色谱 法 具有 以 下 特点 : 由 于 固定 相 是 一 次 性 
使 用 ， 样 品 的 预 处 理 比较 简单 ;应 用 范围 广 ， 对 被 分 离 物 质 的 性 质 没 有 限制 ， 具有 多 路 柱 效 
应 ， 可 同时 平行 分 离 多 个 样品 ;分离 样 品 所 需 展开 剂量 极 少 ， 既 节约 浴 剂 又 可 减少 污染 ; 固 
定 相 特别 是 流动 相 选 择 范围 宽 ， 有 利于 不 同性 质 化 合 物 的 分 离 ; 应 用 不 同 的 展开 方式 有 利于 
难 分 离 物质 对 的 分 离 ， 在 同一 色谱 上 可 根据 被 分 离 化 合 物 的 性 质 选择 不 同 显 色 剂 或 检测 方法 
进行 定性 或 定量 ， 由 于 所 有 斑点 均 储 存在 蒲 层 板 上 ， 可 随时 对 谱 图 在 相同 或 不 同 参数 下 重复 
扫描 检测 ， 得 出 最 佳 结果 ， 并 可 与 标准 品 进行 对 比 及 计算 ; 薄 层 色谱 技术 可 以 提供 原始 彩色 
图 像 ， 不 仅 便于 保存 原始 图 谐 ， 并 且 通 过 薄 层 色谱 图 像 分 析 可 提供 多 层面 的 信息 ， 直 观 性 、 
可 比 性 极 强 。 
由 于 平面 色谱 具有 诸多 柱 色谱 不 具备 的 特征 ， 因 此 其 在 实际 工作 中 仍 被 广泛 应 用 ("1。20 
此 纪 80 年 代 后 发 展 起 来 的 仪器 化 平面 色谱 (instrumental planar chromatography) 或 现代 化 注 
层 色 谱 (modern TLC) 在 高 效 薄 层 板 上 进行 混合 物 组 分 分 离 ， 并 且 其 每 一 步骤 以 一 整套 适当 















































































































































































































































































































































































































































































































































荆 
器 习 










































































































































































































































































的 仪器 来 代替 以 往 的 
极 大 地 提高 了 定量 结 








临床 化 学 、 法 检 分 析 以 及 化 学 化 工 等 领域 获得 广泛 地 应 


手工 操作 , 能 够 得 到 分 辨 率 极 高 的 色谱 图 , 再 
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果 的 重 现 性 及 准确 度 








。 注 层 色 谱 法 在 医药 工 



































手段 ， 并 有 多 部 有 关 平 面色 谱 的 专著 问世 201。 
第 二 节 ” 纸 色谱 法 








纤维 素 作为 纸 色 





收 22% 左 右 的 水 分 ， 其 中 约 有 6 多 的 水 分 与 纤维 素 








相 ， 待 分 离 的 混合 物 
素 气 饱和 后 ， 将 纸 的 











谱 法 载体 的 原料 ， 是 











点 在 滤纸 条 的 一 端 后 








种 惰性 物质 ， 含 有 很 多 羟基 ， 杀 水 性 较 强 ， 
结合 形成 液 液 分 配色 谱 中 的 回 
展开 室内 ， 待 滤纸 条 被 展 

















上 的 羟基 
， 将 其 悬挂 在 密闭 的 





























点 样 端 浸入 展开 剂 ， 





各 种 物质 因 在 固定 相 
存在 吸附 作用 和 弱 离 

















分 配 机 制 ， 因 此 纸 色谱 法 属于 液 - 液 分 
极 性 时 ， 称 为 正 相 分 配色 谱 法 ， 反 之 ， 


但 在 用 低 极 性 的 液体 
性 大 的 溶剂 为 流动 相 





一 、 原 理 与 基本 理论 


混合 浴 质 在 滤纸 





及 流动 相 中 分 配 系数 
子 交 换 作用 ， 但 在 纸 






































， 如 烃 类 (石蜡 油 、 
时 ， 才 为 反 相 分 配 纸 




















配色 谱 法 。 











， 展 开 剂 依靠 毛细 作 
































色谱 中 起 主要 分 离 作 


在 柱 色谱 中 ， 当 


















































二 二 迷 伍 ; 
色谱 法 。 























的 分 离 可 依赖 于 














合 物 的 分 离 过 程 : 
纸 为 载体 的 色谱 分 离 
要 是 溶质 在 


























， 必 然 会 与 纸 纤 维 的 极 






































中 也 存在 茶 种 程度 的 
































4 
基 酸 可 得 到 分 离 。 
亲和力 很 小 。 

















纸 本 身 是 


期 氨基 酸 混 合 物 的 分 离 中 ， 滤 纸 
一 般 认 为 ， 纸 纤维 对 溶剂 中 存在 的 水 有 着 较 强 的 杀 和 力 ， 而 对 有 机 液体 
固定 液 相 的 一 种 惰性 支持 介质 。 溶 剂 流 经 含有 溶质 的 滤纸 区 域 时 ， 

















] 水 饱和 的 溶剂 获 气 平衡 后 ， 









































配 以 部 


流向 纸 的 另 一 端 ， 被 分 离 
不 同 而 得 到 分 离 。 虽 然 纸 纤维 对 某 些 化 合 物 有 
的 是 被 分 离 物质 在 两 相 中 
回 定 相 的 极 性 大 于 流动 相 的 
则 为 反 相 分 配色 谱 法 。 一般 纸 色谱 为 正 相 分 配色 谱 法 ， 
| 等 ) 处 理 滤纸 后 作为 固定 相 ， 再 以 极 


面 吸 附 、 离 子 交 换 和 溶剂 之 间 的 分 配 。 在 可 解 离 化 
性 组 分 和 其 中 的 杂质 之 间 发 生 作 用 。 虽 然 在 所 有 
吸附 作用 和 离子 交换 现象 ， 但 通常 认为 分 离 机 
两 个 不 混 溶 相 (immiscible phases) 之 间 的 分 配 


质量 的 薄 层 扫描 仪 ， 








、 食 品 化 学 、 环 境 化 学 、 
j， 成 了 许多 实验 室 名 














的 分 离 分 析 
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受 这 塑 也 有 当 
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] 溶 剂 展开 时 ， 氨 





es 














在 流动 的 有 机 相 和 固定 的 水 相 之 间 发 生 分 配 作 用 。 有 些 溶质 离开 纸 进 入 有 机 相 ， 当 流动 的 


溶剂 流 到 不 含 溶质 的 滤纸 区 域 时 ， 
纸 上 。 随 着 溶剂 不 断 流动 ， 溶 质 在 








动 方向 移动 。 
































两 相 z 








间 再 次 发 生 分 配 。 此 时 ， 

















两 相 z 


分 离 行 为 。 把 纸 色谱 














间 的 分 配 继续 进行 ， 浴 质 在 y 




















看 作 























究 溶 质 在 纸 色谱 上 的 
溶液 在 








溶质 的 存在 。 假 定 一 
分 离 。 


单位 质量 的 溶质 





式 中 ，co 为 溶质 的 初始 浓度 ，VY 为 薄 层 
当 流 动 相 流 过 无 限 小 的 体积 6V 时 ， 应 有 co8y 的 溶质 从 第 一 薄 





(10-1) 有 : 











下 一 层 固定 相 中 进行 平衡 ， 
theoretical plate，HETP)。 名 略 扩散 的 影 
































定量 的 单一 溶质 开始 











被 加 入 到 第 一 薄 层 上 











向 ， 









































溶质 在 两 相 

















时 ， 有 
coV=1 
! 除 去 基质 后 的 体积 。 
































溶质 又 从 有 机 相 转 移 到 





起 纸 上 沿 着 浴 剂 的 流 





在 纸 上 进 行 色谱 分 离 所 发 生 的 过 程 与 分 馏 极 为 相似 ， 可 以 采用 与 柱 色 谱 中 相同 的 方法 研 
连续 的 许多 薄 层 所 组 成 ， 从 每 一 层 中 流出 的 
薄 层 的 厚度 相当 于 一 理论 注 层 (height equivalent to one 
! 的 分 配 不 依赖 于 其 浓度 以 及 其 他 
时 全 部 集中 在 第 一 薄 层 上 ， 然 后 





























再 加 溶剂 进行 色谱 








(10-1) 


























屋 进 入 到 第 二 薄 层 ， 由 式 
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庆 | 小 
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C08VY=SV/T (10-2) 
随 着 溶剂 不 断 流动 ， 可 以 得 到 每 一 薄 层 中 的 溶质 含量 , 表 10-1 中 给 出 了 流动 4 体积 溶剂 
时 每 一 注 层 的 溶质 合 量 。 
EU 注 层 中 溶质 含量 
a 连续 的 薄 层 数 
溶剂 体积 
1 2 3 
0 1 0 
1 1-8V/V' SV/V' 
2 (1-8V/V)? 2(1-8V/IV SV/IV' (SV/IV')” 
3 (1-8V/IV)’ 3(1-8V/IV) SV/V’ 3(1-8V/IV) (SVIV)? (8VIVY)’ 
4 (1-8V/V)’ 4(1-8V/V) 8V/V' 6(1-8V/IV)*(8VIV)? 4(1-8V/V)SV/V’ 
显然 ， 每 一 薄 层 中 溶质 的 含量 可 以 用 一 个 二 项 式 函 数 表 示 ， 当 n 次 连续 的 溶剂 体积 流 过 
时 ， 在 r+tl 薄 层 中 溶质 的 总 量 为 : 
nid—8V/V")"” "(V/V')” 
41 三 ( ) 人 ) (10-3) 
rl(n—r)! 
当 n 很 大 时 ， 上 式 可 改写 成 : 
1/n5vVYy 芝 
a ev (10-4) 
2 | V ] 











此 处 nV 就 是 | 





| 于 展 














层 的 溶剂 体积 VY， 当 了 充分 大 时 ， 采 ) 





以 被 进一步 改写 成 : 


当 1=rV' 时 ， OH 有 具 : 





设 每 一 落 


即 溶质 最 浓 的 位 








| Stirling 近似 ， 式 (10-4) 可 






























































如 果 薄 层 总 的 模 截面 积 为 A; 流动 相 的 横 截 面积 为 Ail; 


以 得 到 : 


其 中 ，Q=cyci 为 分 配 系 数 ，ci、cs 





谱 分 














由 于 上 





] 纸 色 
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浴 剂 的 表 观 移动 位 置 
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RE 
A+aA 


分 别 














4 











为 平衡 时 溶质 在 流动 相 和 


0 el (10-5) 

7 十 1 [nr rV’ 

有 最 大 值 

1 
riDmax 一 碑 一 10-6 
On ( ) 

屋 的 厚度 为 h， 则 从 薄 层 顶端 算 起 到 这 一 薄 层 的 距离 为 rmaxh， 因 此 : 
rmaxh=hV/V’ (10-7) 
置 与 展 层 溶 剂 的 体积 成 正比 。 定 义 比 移 值 

及 _ 基 太 浓度 的 溶质 移动 位 置 i 





固定 相 的 横 截 








面积 为 A,, 可 














(10-9) 


固定 相 中 的 浓度 。 























离 情 况 下 R 值 不 可 能 实际 测 得 ， 这 引进 
色谱 带 的 移动 位 置 


R 日 中 
” 溶剂 的 表 观 迁移 位 置 
























































个 新 的 定义 


(10-10) 


假如 知道 纸 的 含水 量 ， 





~ RA. 人 人 
由 纸 质量 和 纸 色谱 质量 之 比 可 以 扫 





Re 
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A _4 


:A A+taA 











件 下 对 一 些 氨基 酸 进 行 分 离 











R: 通 过 式 (10-12) 的 计算 结 











实验 ， 妊 
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E 表 10-2 中 列 晶 








果 。 
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(10-11) 
(10-12) 
算出 A1WA, 值 。 在 含水 量 不 同 条 











了 分 配 系数 的 直接 测定 值 和 利用 AyA, 与 












































































































































































































































































































































一 些 氨基 酸 分 配 系数 的 实测 值 与 理论 值 对 比 
实验 编号 1 2 3 4 
纸 的 含水 量 /% 28.7 18.2 22.6 17.7 直接 测定 
AM4/4。 3.25 4.56 3.70 2.93 
甘氨酸 70.4 70.4 70.4 70.4 70.4 
丙 氨 酸 35.9 39.9 43.7 36.6 42.3 
A 屿 氨 酸 12.2 14.1 14.8 12.5 13.8 
正 缴 氨 酸 8.7 10.8 10.5 9.2 9.5 
亮 氨 酸 4.5 5.4 5.6 6.0 5.5 
正 亮 氨 酸 3.5 4.2 4.4 4.6 3.2 
由 表 10-2 看 出 , 计算 值 与 直接 测定 值 相 比 有 一 定 偏 差 。 实际 上 , 氨基 酸 之 间 的 相互 作用 、 
纸 本 身 的 异 质 性 、 纸 上 饱和 水 的 程度 以 及 许多 其 他 的 因素 都 会 给 获得 精确 的 分 配 系数 带 来 影 
响 。 再 者 ， 全 部 溶质 一 开始 就 不 全 部 集中 在 第 一 层 ， 而 是 分 布 于 若干 层 。 溶 质 的 分 离 程 度 低 
于 理论 预测 值 主 要 是 由 两 方面 原因 造成 的 : 第 一 ， 分 配 系数 并 不 是 一 个 稳定 的 常数 ， 而 是 随 
着 溶液 浓度 的 增加 而 逐渐 降低 ;第 二 ， 浓 度 高 的 部 分 比 浓度 低 的 部 分 移动 更 快 ， 其 结果 造成 
带 的 前 部 变 得 更 罕 而 后 部 变 得 更 宽 。 在 滤纸 的 不 同 水 平面 上 游 剂 对 固定 相 的 比率 也 会 有 变化 ， 
离 溶剂 槽 距离 越 大 ，R 值 就 越 小 ， 此 外 ， 平 行 实验 中 的 水 相 与 直接 测定 中 的 水 相 的 性 质 也 不 
尽 相 同 ， 这 些 都 是 不 能 得 到 一 个 精确 值 的 原因 。 


呈 

















因素 ， 在 某 种 情况 下 是 起 








水 也 可 以 在 纸 





虽然 分 配 系数 对 解释 Re 值 的 不 同 有 所 
的 一 种 
上 分 离 少 数 儿 种 氨基 酸 ， 在 这 种 情况 下 很 显然 并 不 存在 














支配 作 ] 











二 、 影 响 分 离 的 因素 


溶质 、 溶 剂 和 滤纸 的 怕 





1. 样品 的 性 质 影响 


一 般 说 来 ， 分 子 中 极 性 基 团 
极 性 基 团 有 一 COOH、 一 NH, 等 。 在 同系 物品 











如 下 列 三 种 酸 的 极 性 顺序 
HOOC--COOH>HOOC 一 CH 一 COOH> HOOC 一 CH 一 CH 一 COOH 








草酸 的 极 性 最 大 ， 琥 


草酸 


日 酸 























为 : 
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丙 二 酸 




















帮助 ， 但 也 有 例外 。 纸 的 吸附 作用 
素 ， 例 如 在 茶 些 染料 的 分 离 
































E 质 以 及 展 层 的 温度 等 都 会 影响 分 离 。 


琥珀 酸 











而 相 


常常 是 一 个 重要 
就 是 如 此 。 单 独 用 
过 间 的 分 配 。 





增加 ， 极 性 随 着 增加 ， 则 分 配 系数 变 大 ，Rr 值 变 小 。 常 见 的 
P 随 着 一 CH2 基 团 的 增加 ， 分 子 的 极 性 降低 。 例 





的 极 性 最 小 。 而 Rr 值 的 大 小 正好 相反 ， 和 草酸 最 小 ， 琥 班 酸 最 大 。 二 














改 | 小 
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羧基 氨基 酸 、 碱 性 氨基 酸 含有 的 极 性 基 团 多 于 中 性 脂肪 族 氨基 酸 ， 所 以 前 两 类 氨基 酸 的 Ri 
值 一 般 要 比 后 一 类 氨基 酸 小 。 
分 子 中 亡 含 的 极 性 基 团 不 变 ， 增 加 非 极 性 成 分 越 多 ， 则 整个 分 子 的 极 性 降低 就 越 大 ，Rr 
值 也 就 越 大 。 如 中 性 脂肪 族 氨基 酸 中 -氨基 异 丁 酸 、 编 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 三 者 结构 基本 相似 ， 
但 寞 亮 氨 酸 所 含 一 CH 基 多 于 前 二 者 ,所 以 R 值 也 比 前 二 者 大 。 碳 链 结构 上 的 变化 对 Re 值 的 
影响 极 微 ， 例 如 a- 氨基 异 丁 酸 、 线 氨 酸 和 正 线 氨 酸 这 类 同 分 异 构 体 ，Rr 信 基本 相同 ， 用 纸 色 
谱 不 容易 分 离 

2， 溶剂 的 性 质 

在 氮 基 酸 的 纸 色 谱 分 离 中 ， 用 酚 、 水 作 溶剂 与 用 正 丁 醇 、 甲 酸 、 水 作 浴 剂 二 者 比较 ， 且 
氮 酸 在 前 一 种 溶剂 中 的 Ri 值 比 缴 氨 酸 大 。 但 在 后 一 种 溶剂 中 则 相反 ， 缴 氨 酸 的 Rt 值 大 于 及 
肛 酸 。 这 是 因为 酚 比 丁 醇 更 容易 给 出 质子 ， 膊 饥 酸 的 一 NH 一 基 比 纺 氮 酸 的 一 NH2 基 更 易 接 受 
质子 ， 酚 的 酸性 大 于 丁 醇 ， 而 肺 氮 酸 的 碱 性 又 大 于 纺 氮 酸 。 
在 用 与 水 完全 互 溶 的 脂肪 族 醇 类 作 浴 剂 时 ， 醇 类 的 一 CH; 基数 目 与 溶质 的 R 值 呈 反 比 关 
系 ， 一 CH 基 增 加 ，Rr 值 相应 变 小 。 

同一 种 有 机 溶剂 由 于 合 水 量 增加 ， 某 些 溶质 相应 地 易于 进入 有 机 相 ，Rr 信 变 大 。 所 以 在 
1 与 水 部 分 泥 溶 的 有 机 溶剂 进行 色谱 分 离 时 ， 为 了 增 大 溶质 的 Ri 值 ,可 以 在 其 中 加 入 某 种 与 
水 完全 泥 溶 的 有 机 溶剂 或 有 机 酸 、 碱 ， 使 与 水 的 混 溶 度 增加 ， 从 而 达到 提高 Ri 值 的 目的 。 

3， 溶 剂 的 pH 值 

弱酸 与 弱 碱 的 解 离 度 与 pH 值 有 关 ， 当 溶剂 的 pH 值 改变 时 ， 溶质 的 解 离 度 随 之 改变 ,至 
使 在 两 相 中 的 分 配 改变 ， 结 果 造 成 Ri 值 的 改变 。 就 氨基 酸 而 言 ， 改 变 溶剂 的 pH 值 ， 酸 性 氨 
基 酸 和 碱 性 氨基 酸 比 中 性 氨基 酸 受 pH 值 的 影响 更 大 。 

4. 展 层 温度 

水 在 有 机 相 中 的 溶解 度 随 着 温度 的 变化 而 变化 ， 相 应 地 ， 展 层 温度 的 改变 会 使 溶质 的 R， 
值 改变 。 但 在 有 些 溶剂 体系 中 ，Ri 值 不 随 温 度 的 变化 而 变化 ， 因 为 这 一 类 溶剂 体系 的 组 成 不 
随 温 度 变 化 ， 或 者 与 水 完全 互 深 。 

对 温度 敏感 的 溶剂 体系 ， 在 色谱 分 离 时 必须 严格 控制 温度 ， 一 般 温度 变化 不 超过 #0.5'C 
为 宜 。 并 且 ， 色 详 分 离 中 一 般 不 用 水 饱和 的 温度 敏感 型 溶剂 ， 因 为 展 层 温度 一 旦 降低 ， 水 将 
析出 成 两 相 而 破坏 了 原 有 的 色谱 分 离 体系 ， 导 致 色谱 分 离 行为 改变 。 

5， 滤 纸 的 性 质 

色谱 滤纸 由 百分之百 的 棉花 高 度 精 制 而 成 , 根据 化 学 和 机 械 处 理 的 不 同 , 形成 不 同 品种 。 
若 滤纸 厚薄 不 匀 ， 含 水 量 不 一 致 ， 溶 剂 沿 着 纤维 方向 的 流动 就 会 素 乱 ， 导 致 溶剂 前 沿 不 整齐 ， 
色谱 分 离 点 畸形 ， 影 响 对 Ri 值 的 测定 。 

纸 纤维 常 含有 Ca*、Fe”*、Mg +、Cu 等 金属 离子 ， 这 些 离子 能 够 与 分 离 物 质 〈 如 氨基 
酸 等 ) 形成 配合 物 。 如 果 人 金属 离子 的 含量 较 高 ， 配 位 作用 会 影响 溶质 在 两 相 中 的 分 配 ， 导 致 
Rt 值 改变 。 此 外 ， 溶 剂 配制 的 时 间 长 短 ， 滤 纸 的 含水 量 ， 展 层 的 方向 、 长 度 和 方法 ， 样 品 点 
立 置 离 溶剂 模 的 距离 ， 溶 剂 档 中 溶剂 的 剂量 ， 平 衡 条 件 的 不 同等 都 能 对 Ri 值 产 生 影 响 ， 在 做 
平行 实验 时 必须 予以 注意 。 

sd 
滤纸 与 溶剂 
J 普 分 离 的 滤纸 必须 具备 下 述 条 件 : 
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QD 质地 均匀 、 厚 薄 一 致 ， 对 光 检 查 时 浆 点 越 少 越 好 ; 
@ 具有 一 定 的 纯净 度 ， 含 金属 离子 或 其 他 显 色 物 质 越 少 越 好 ; 
@) 具有 一 定 的 机 械 强 度 ， 被 溶剂 浸润 后 仍 能 站 立 ; 

由 分 离 样品 不 易 扩 散 ， 分 离 斑点 轮廓 清楚 不 拖 尾 ; 

@@ 在 徘 直方 向 的 溶剂 展开 时 ， 左 右 两 端 流速 基本 一 致 ， 前 沿 平整 。 

如 果 滤 纸 含 有 显 色 物质 , 不 宜 做 定量 分 析 用 。 若 含 金 属 离子 较 多 , 可 将 滤纸 放 在 0.4mol/L 
HCI 中 或 pH=8.5 的 0.2% EDTA 钠 盐 溶液 中 浸泡 24h， 然 后 用 蒸馏 水 淋 洗 去 除 浸 泡 液 ， 再 依 
次 用 乙醇 、 乙 醚 洗涤 后 平 放 ， 在 30'C 干 燥 后 使 用 。 

在 选择 滤纸 时 ， 除 考虑 上 述 条 件 外 ， 也 应 考虑 到 样品 
果 样 品 量 大 ， 必 须 采 用 厚 滤纸 ;如 需 在 短 时 间 内 取得 分 离 
为 了 得 到 更 好 的 分 离 结果 ， 常 用 两 相 溶 剂 体系 。 对 六 
Q 溶剂 应 采用 色谱 级 或 分 析 纯 级 ， 必 要 时 经 重 蒸馏 

@ 流速 不 宜 太 快 ， 样 品 点 在 深 剂 中 的 扩散 程度 要 尽量 小 ， 色谱 分 离 前 后 样品 点 的 大 小 
应 基本 上 不 变 ; 

@) 被 分 离 物质 在 两 相 中 的 分 配 应 较 快 地 达到 平衡 ; 

由 溶剂 和 被 分 离 物质 相互 不 起 化 学 反应 ; 

@@ 溶剂 不 改变 分 离 物 的 性 质 ， 不 干扰 显 色 剂 的 灵敏 度 ; 

@ 溶剂 的 组 成 不 随 温 度 或 时 间 而 变化 ， 极 为 稳定 ; 

@ 被 分 离 物质 各 组 分 的 Rt 值 在 所 选 的 溶剂 中 应 在 0.05 一 0.09 之 间 ， 各 分 离 组 分 不 应 集 
中 在 滤纸 的 某 一 区 域 而 应 分 布 全 面 ， 彼 此 间 的 Rt 差 值 不 应 小 于 0.05。 

事实 上 ， 上 述 条 件 很 难 全 部 达到 ， 在 实际 工作 中 只 能 根据 有 具体 条 件 综合 考虑 。 

2. 展开 室 与 展开 方式 

展开 室 一 般 选 择 底面 平整 的 圆 形 或 长 方形 玻璃 容器 。 容 器 必须 密闭 不 漏 气 ， 最 简单 的 密 
闭 办 法 是 在 容器 口上 涂 一 层 凡士林 ， 然 后 用 磨砂 玻璃 盖 上 。 

展开 方式 大 致 有 上 行 、 下 行 和 辐射 行 三 种 形式 ， 分 别 见 图 10-1 一 图 10-3。 上 行 、 下 行 又 
可 有 单 向 和 双向 形式 。 











































































































































































































用 量 和 拟 完成 的 色谱 分 离 时 间 。 如 
结果 ， 可 采用 快速 滤纸 。 
容 剂 及 操作 的 要 求 包括 : 








































































































































































































































































一 一 支持 坡 现 侍 
溶剂 人 


梓 册 原点 
~ 齐 纸 
[权柄 下 行 纸 色谱 装置 图 


如 图 10-1 所 示 ， 下 行 纸 色 谱 分 离 必须 要 有 个 溶剂 槽 盛 放 溶 剂 ， 加 入 溶剂 时 必须 小 心 ， 以 
免 溶剂 前 沿 不 齐 。 在 整个 溶剂 展开 过 程 中 ， 溶 剂 的 蒸气 压 应 保持 一 定 。 这 就 需要 在 溶剂 展开 
之 前 ， 将 容器 和 纸 用 平衡 溶剂 进行 平衡 。 一 般 碱 性 体系 ， 平 衡 溶 剂 用 水 饱和 溶剂 相 ， 展 开 剂 
溶剂 饱和 水 相 。 酸 性 体系 平衡 溶剂 相 与 展开 剂 相 相 同 ， 平 衡 温 度 应 与 展开 温度 一 人 臻 。 平 衡 
十 间 从 2 一 24h 不 等 ， 需 根据 预 试 实验 来 决定 。 
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两 种 上 行 纸 色谱 装置 图 





进行 双向 展开 时 ， 第 一 向 展开 后 纸 上 的 游 














































剂 必须 去 除 干净 ， 滤 纸 干燥 后 ， 沿 溶剂 前 沿 截 | 
去 溶剂 没有 流 到 的 部 分 , 转 90” 后 再 用 第 二 向 Ee 
溶剂 展开 。 展 开 时 间 随 温度 和 纸 的 大 小 、 性 质 这 和 拓 
而 有 所 变化 。 一 般 是 待 溶 剂 流 至 距 纸 的 另 一 端 








一 - 矿 破 深 
lcm 时 为 止 。 
中 射 行 纸 色谱 容器 可 用 适当 大 小 的 培养 辐射 行 纸 色谱 装置 图 
代替 ， 如 图 10-3 所 示 。 圆 形 滤纸 要 比 培养 中 直径 稍 大 ， 能 搁 在 其 上 。 从 边缘 至 圆心 前 下 一 条 
宽 2 一 3mnm 的 纸 条 ， 截 成 适当 长 度 ， 使 其 能 浸入 成 在 下 层 培 养生 中 的 溶剂 和 内。 样品 加 在 直径 为 
20mm 的 圆周 上 上， 样品 点 彼此 间距 离 为 10mm， 溶 剂 沿 着 浸 在 溶剂 中 的 纸 条 上 升 进 行 展开 。 
展开 用 的 温度 一 般 分 常温 和 高 温 两 种 。 高 温 展 开 需 要 有 能 加 热 至 60C 的 可 调 恒温 鼓 风 烘 
箱 ， 由 于 温度 高 溶剂 蒸发 快 、 蒸 气压 大 ， 更 应 注意 容器 的 密闭 问题 
3.， 定位 
为 了 对 纸 色 谱 的 分 离 结 果 进 行 定性 和 定量 分 析 ， 展 开 以 后 ， 从 色谱 箱 中 取出 滤纸 并 记 下 
溶剂 前 沿 ， 用 电热 风扇 吹 干 或 在 鼓 风 烘 箱 中 干燥 。 如 果 溶 质 没 有 天 然 闫 色 须 进行 定位 ， 可 以 
采用 化 学 、 和 物理、 放射 性 等 方法 定位 。 
(1) 化 学 方法 ”常用 浸渍 或 喷 酒 方法 使 适当 的 化 学 试剂 ( 显 色 剂 ) 与 色谱 组 分 接触 起 反 
应 ， 形 成 有 色 的 或 有 痰 光 的 衍生 物 。 有 时 必须 将 纸 保温 以 使 反应 完全 。 在 某 些 情况 下 需要 在 
纸 上 依 次 喷 酒 两 种 或 三 种 试剂 以 获得 所 需要 的 颜色 。 配 制 显 色 剂 所 用 溶剂 的 选择 必须 是 使 溶 
质 和 它们 的 衍生 物 在 这 个 溶剂 中 有 最 低 的 溶解 度 , 这 样 显 色 斑点 就 不 易 扩散 而 固定 在 滤纸 上 。 
最 常用 的 溶剂 是 丙酮 ， 在 无 法 用 丙酮 时 ， 也 可 用 乙醇 或 正 丁 醇 或 其 他 溶剂 代替 。 喷 洒 比 浸渍 
方法 操作 更 方便 。 喷 洒 显 色 剂 时 尽 可 能 均匀 一 致 。 
用 显 色 剂 检 出 化 合 物 的 最 低 限 ， 随 着 所 用 显 色 剂 、 化 合 物 类 型 、 所 用 滤纸 以 及 斑点 的 致 
密 程 度 等 的 不 同 而 有 蜡 。 
如 果 依 次 先后 喷 酒 儿 种 显 色 剂 ， 有 可 能 从 一 个 色谱 上 获得 最 大 数量 的 检 出 结果 。 例 如 ， 
先 用 节 三 酮 试剂 检 出 氨基 酸 ， 再 用 Ehrlich 试剂 〈 酸 溶液 ) 检 出 早上 蛛 ,然后 用 苗 香 胺 试剂 检 出 
咪 哗 和 羟基 呀 吹 。 
显 色 剂 的 种 类 很 多 ， 不 仅 不 同 的 化 合 物 有 不 同 的 显 色 剂 ， 就 是 同一 种 化 合 物 也 有 不 同 的 
显 色 剂 。 作 为 显 色 剂 应 尽量 满足 下 述 条 件 : 不 与 滤纸 起 化 学 反应 ; 挥发 性 大 易于 去 除 ; 含水 
量 少 ， 以 免 样品 各 组 分 的 斑点 扩散 、 移 动 或 变形 。 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































第 十 章 平面 分 离 技 术 | 259 | 









































色谱 显 色 干 燥 后 ， 应 该 用 铅笔 将 有 色 斑 点 画 下 边框 ， 因 为 许多 显 色 剂 随 着 时 间 的 延长 色 
斑 会 逐渐 变 浅 或 褪色 ， 特 别 是 含量 少 的 组 分 ， 本 身 呈 色 较 浅 更 应 立刻 画 下 边框 以 免 遗 漏 。 
(2) 物理 方法 许多 有 机 物质 在 240 一 260nm 之 间 有 紫外 吸收 ， 如 DNP- 氮 基 酸 、PTH- 
氨基 酸 、 味 吟 、 喀 啶 等 核酸 组 成 物质 ， 用 该 波长 的 光照 射 时 就 会 吸收 一 部 分 光 产 生 暗 区 。 也 
有 的 化 合 物 在 紫外 光照 射 下 会 产生 荧光 ， 如 DNS- 氨 基 酸 有 不 同 颜色 的 强 荧 光 。 如 果 在 纸 
喷洒 菊 光 素 ， 则 可 以 增加 斑点 的 检 出 灵敏 度 ， 这 样 的 处 理 也 可 以 使 区 光 背 景 和 吸收 暗 区 形成 
鲜明 的 对 照 。 
有 些 化 合 物 用 360nm 光照 射 会 发 次 光 《加 热 色谱 或 冷却 色谱 以 后 )， 或 用 250nm 光照 射 
会 发 碰 光 (在 某 种 情况 下 只 是 湿 态 有 磷 光 , 纸 上 的 干燥 广 点 不 发 磷 光 )， 这 样 就 可 以 在 上 暗室 用 
长 波 或 短波 紫外 光照 射 进行 检 出 。 

(3) 微生物 法 ”微生物 法 是 基于 对 某 些微 生物 的 生长 抑制 作用 来 决定 是 否 存在 有 关 化 合 
物 。 例 如 ， 某 些 抗生素 有 专 一 的 抑制 作用 ， 而 一 些 杂 质 、 抗 生 素 的 分 解 产 物 或 一 些 无 生物 活 
性 的 人 造物 质 则 对 微生物 的 生长 没有 抑制 作用 。 基 于 此 建立 的 方法 步骤 如 下 : 将 色谱 平 贴 在 
接种 有 某 种 试验 生物 的 琼脂 平板 的 表面 〈 常 用 的 微生物 是 枯草 杆菌 )， 在 37C 保 温 15 一 20h 
后 ， 在 有 抗生素 扩散 进 琼脂 平板 的 部 位 ， 明 显 可 见 没有 微生物 生长 。 

为 了 缩短 检测 时 间 和 使 抑制 生长 区 明显 可 见 ， 可 在 琼脂 平板 上 喷洒 2,3,5- 三 葵 基 四 唑 化 
氧 溶 液 ， 保 温 4h 后 再 喷洒 2,6- 二 握 酚 靛 酚 溶 液 ， 再 保温 30min 后 ， 抑 制 生 长 区 就 显 出 蓝 色 斑 
点 ， 其 余部 分 为 和 白色。 抑制 生 长 区 的 直径 大 小 与 抗生素 的 浓度 有 关 ， 可 作为 半 定 量 的 依据 。 

(4) 放射 性 法 于 同位 素 “C、”S 和 *P 可 以 发 射 B 射线 ， 将 含有 放射 性 同位 素 的 色 
谱 与 X 线 片 直接 接触 ，X 线 片 被 B 射线 曝光 就 可 以 检 出 含有 "mC、”S 和 ”3P 的 化 合 物 位 置 。 
X 线 片 经 上 暗室 方法 显影 以 后 便 精 确 地 显示 出 放射 性 斑点 自身 的 “肖像 ” 从 相应 的 色谱 上 洗 下 
放射 性 物质 ， 并 加 入 非 放射 性 的 可 疑 化 合 物 一 起 再 进行 色谱 分 离 。 如 果 得 到 的 放射 性 斑点 和 
特殊 试剂 显 色 的 斑点 是 一 致 的 ， 那 么 就 可 以 认为 二 者 是 同一 化 合 物 。 

如 果 待 检测 的 样品 不 具有 放射 性 ， 也 可 以 采用 同位 素 指示 剂 的 方法 。 色 谱 分 离 后 ， 纸 上 
的 色谱 点 可 用 放射 性 试剂 处 理 ， 使 其 形成 一 种 具有 放射 性 的 衍生 物 ， 然 后 再 用 放射 自 显影 方 
法 定位 。 
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1. 定性 

Ri 值 作为 定性 的 基本 参数 ， 对 其 精确 地 、 重 复 地 测定 非常 重要 。 在 同样 条 件 下 ， 各 种 物 
质 的 Ri 值 为 常数 ， 所 以 在 同样 条 件 下 和 标准 物质 的 Ri 值 比 较 ， 就 可 定性 地 知道 该 分 离 组 分 
是 何 种 物质 。 

测定 R 值 时 必须 注意 如 下 几 点 : 应 用 同一 种 规格 滤纸 ， 经 过 相同 方法 处 理 ; 用 同一 种 方 
法 制备 样品 ， 加 样 量 一 致 ， 使 用 新 鲜 配 制 的 、 同 样 级 别 的 试剂 和 相同 方法 进行 处 理 ， 展 开 前 
充分 平衡 ， 平 衡 至 色谱 分 离 的 温度 ， 温 差 不 超 过 +5'C， 展开 时 间 一 致 。 
测定 Re 值 所 用 的 标尺 如 图 10-4 所 示 。 测 定时 将 滤纸 平 放 在 标尺 下 面 ， 左 端 刻 度 0 与 样 
品 原点 底线 对 齐 ， 右 端 刻度 1.0 与 溶剂 前 治 对 齐 ， 移 动 中 心 标杆 对 准 斑点 中 心 ， 所 指示 的 读 
数 就 是 该 组 分 的 Re 值 。 

如 果 溶 剂 流出 滤纸 ， 没 有 溶剂 前 沿 可 量 时 ， 可 用 一 标准 物质 的 位 置 作 参 照 ， 再 计算 被 分 
离 组 分 的 Re 值 ， 如 图 10-5 所 示 。 在 糖 类 的 纸 色谱 中 常常 需要 让 溶剂 流出 滤纸 ， 并 用 葡萄 糖 
在 纸 上 的 位 置 作 参照 。 
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测定 局 值 的 标尺 
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[EU 组 分 A、C 在 不 同情 况 下 的 Ri 值 测量 法 








在 图 10-5 中 ， 分 离 物质 A、C 的 移动 距离 分 别 为 a、c; 参照 物质 B 的 移动 距离 为 b。 令 
Rr)(A)、Reey(C) 分 别 为 用 参照 物 B 时 组 分 A 和 C 的 Re 值 ， 则 


RC)== 
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Rs,) (3S 或 Ri (C) = 让 
Ri(A)= 
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人 aU 

Rs 或 有 Ri (5 

以 葡萄 糖 为 参照 物 B 时 ， 有 : 
Ri (和 葡萄糖 为 参照 )= 
































分 离 物质 的 移动 距离 
和 葡萄糖 的 移动 距离 
































2. 定量 方法 

纸 色谱 的 定量 测定 方法 很 多 ， 最 常用 的 不 需 特 殊 仪 器 设备 的 方法 就 是 比 色 法 。 也 可 利用 
ee 画 出 距离 - 光 密 度 曲 线 ， 利 用 求 积 仪 求 出 曲线 面积 再 算出 百 分 含 量 。 
也 可 用 紫外 分 光 光 度 计 画 出 吸收 曲线 ， 得 到 特性 吸收 峰 高 ， 再 和 标准 物质 的 吸收 峰 比 较 ， 算 
出 含量 。 目 前 ， 测 量 和 计算 都 已 有 了 自动 化 的 仪器 。 

(1) 洗 脱 比 色 法 ” 洗 脱 比 色 法 可 分 为 单 张 滤纸 法 和 平行 滤纸 法 两 种 方法 。 

Q@ 单 张 滤纸 法 。 经 特殊 显 色 剂 显 色 后 ， 按 照 同 样 大 小 的 面积 将 纸 色谱 上 各 显 色 斑点 剪 
下 ,用 特殊 的 洗 脱 剂 将 颜色 洗 脱 下 来 。 在 同一 张 色 谱 纸 上 无 显 色 斑 点 处 剪 下 同样 大 小 的 纸 片 ， 
加 入 同样 的 洗 脱 剂 洗 脱 , 作为 空白 。 选 择 好 某 一 特定 的 波长 在 分 光 光 度 计 上 测 出 洗 脱 液 的 OD 







































































































































































































































































《4) 值 ， 再 从 标准 曲线 上 查 出 该 物质 的 含量 。 
@ 平行 滤纸 法 。 在 相同 条 件 下 作 两 张 色谱 图 ， 将 一 张 显 色 后 与 另 一 张 未 显 色 的 重 
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J 
口 ， 
前 下 显 色 斑 点 的 相应 部 分 纸 片 ， 然 后 再 加 显 色 剂 显 色 ， 用 分 光 光 度 计 测定 。 这 种 方法 的 灵敏 


度 要 比 单 张 滤纸 法 高 ， 但 操作 要 求 严格 ， 工 作 量 大 。 

































































(2) 斑点 面积 法 Fisher 等 发 现 一 定量 加 样 体积 中 含量 不 同 ， 展 开 后 斑点 面积 的 大 小 也 
不 同 。 面 积 的 大 小 与 浓度 的 对 数 成 比例 关系 。 使 用 此 法 时 先 作 标准 曲线 ， 然 后 根据 分 离 斑 点 
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种 含量 











面积 的 大 小 ， 从 标准 曲线 上 碍 出 含量 。 
















































































标准 曲线 制作 方法 示例 : 在 Su 加 样 体积 中 分 别 含 有 1.25mg、2.5mg、5.0mg 和 10msg 的 





























样品 ， 点 样 后 进行 色谱 分 离 ， 显 出 色谱 斑点 后 用 铬 笔 仔细 地 画 下 斑点 面积 ， 用 求 积 仪 求 
出 各 个 斑点 的 面积 大 小 ， 对 浓度 的 对 数 作 图 ， 得 到 一 直线 。 为 了 获得 精确 的 实验 结果 ， 每 一 













































































量 应 重复 作 5 一 10 次 ， 基 本 上 在 同一 水 平时 这 个 数值 才 可 取 用 。 


五 、 应 用 一 一 氨基 酸 分 析 
由 于 纸 色谱 法 操作 简便 , 不 需要 大 量 样品 和 特殊 仪器 设备 , 定性 定量 又 有 一 定 的 准确 性 ， 









































应 用 。 

















1. 样品 处 理 


(1) 多 肽 及 蛋白 质 的 水 解 


Q@ HCI1 水 解 。 


> 干燥 或 在 蒸汽 浴 上 去 除 剩余 HCl， 然 后 将 残留 物 经 水 解 的 样品 ) 放 在 盛 有 NaOH 的 真 











剩余 


真空 

空 干燥 器 中 干燥 24h， 取 出 溶 于 少量 温水 ， 过 滤 ， 滤 液 再 真空 干燥 ， 最 后 溶 在 大 约 1ml 10% 
异 丙 醇 中 点 样 。 也 可 以 用 加 入 5% 的 双 (2- 乙 基 己 ) 胺 溶液 去 抽 提 经 稀释 的 水 解 液 的 办 法 来 除去 
HC1， 抽 提 到 水 层 显 中 性 为 止 ， 然 后 取出 水 层 加 氯仿 反复 抽 提 以 除 尽 剩余 的 腕 ， 然 后 将 

















因此 在 生物 化 学 、 药 物 学 、 生 理学 、 有 机 和 无 机 化 学 、 医 学 检验 及 医药 工业 等 领域 得 到 广泛 
这 里 以 多 肽 及 蛋白 质 的 氨基 酸 分 析 为 例 说 明 其 应 用 。 







































































方法 1: 取 一 定量 多 肽 或 蛋白 质 ，10ml 6mol/L HCI1 回流 水 解 20h。 在 35'C 









































































































































水 层 


封闭 水 解 管 后 ， 
Cl。 若 同时 使 用 红外 灯 ， 可 加 速 这 一 过 程 。HCI 除 尽 以 后 ， 加 入 100hl 甲醇 或 10%% 异 丙 醇 


备用 。 


入 热 的 饱和 Ba(OH)， 溶液 使 水 解 液 pH 值 达 到 11 或 11 以 上 。 真 sa ， 然 后 加 入 
0.5mol/L H2SO4〈 稍 稍 过 量 ) 沉淀 Ba 入 。 离 心 去 除 BaSO4 沉淀 ， 侦 久 上 清 液 ， 同时 用 少量 外 


水 洗涤 沉淀 ， 再 离心 ， 合 并 上 





乙酸 的 浓度 为 80%， 回 流水 解 48h。 回 流 结束 后 用 乙醚 抽 提 去 除 有 机 酸 ， 水 层 真 空 浓缩 至 干 ， 


























真空 干燥 ， 最 后 溶 于 lml 10% 异 丙 醇 中 。 
方法 2: 取 一 定量 的 蛋白 质 放 在 硬 质 玻璃 制 成 的 水 解 管 下 蒸 
于 110C 水 解 12 一 24h。 开 封 以 后 放 在 盛 有 NaOH 的 真空 干燥 器 中 去 除 剩 余 























加 入 重 蒸 三 次 的 5.7molL HCl， 



































@ 硫酸 水 解 。 

















@ 三 氛 乙 酸 





























取 大 约 10mg 和 蛋白质， 加 10ml 4molL H2SO4 20 一 24h， 然 后 加 







































































液 ， 真空 浓缩 至 ， 最 后 溶 于 约 1ml 10% 异 丙 醇 : 
水 解 。 酷 重 白 、 乳 和 白 和 蛋白 和 麦 谷 蛋白 〈wheat gluten) 常用 此 法 水 解 。 三 氟 





二 














































































































最 后 溶 于 1ml 10% 异 丙 醇 中 备用 。 
则 Ba(OH) 水 解 。 取 约 含 1.6mg 蛋白 样品 ， 加 入 10ml 14% 的 Ba(O0H), 溶液 ， 在 125C 回 
流 18 一 20h， 回 流 毕 ， 加 入 少量 0.5mol/L HsSO4 (稍稍 过 量 ) 沉淀 出 BaSO4， 过 滤 或 离心 保 





二 
留 ; 














液 , 同时 用 加 : 












































和 几 滴 酷 酸 的 少量 热 水 洗 漆 沉 淀 ,再 离 ， 心 合并 上 清 液 , 浓缩 , 然后 放 在 CaCl 















































真空 干燥 器 中 干燥 ， 最 后 溶 于 1ml 10% 异 丙 醇 中 。 过 量 的 Ba(OH); 也 可 以 向 水 解 液 中 通 CO， 





(干冰 ) 去 除 。 即 使 在 水 解 液 中 含有 少量 Ba*， 对 色谱 也 没有 影响 。 
(2) 组 织 中 游离 氨基 酸 的 分 离 ” 对 动 植物 等 组 2 




































































的 游离 氮 基 酸 分 析 时 ， 组 织 中 的 其 他 
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廊 | 误 








| >6> | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 





















































成 分 要 尽 可 能 地 去 除 干净 。 常用 的 方法 是 透析 和 沉 演 法。 通常 可 供 使 用 的 沉淀 剂 有 三 氧 乙 酸 、 
钨 酸 、 氧 氧化 铁 、 硫 酸 镑 、 氧 氧化 饥 (pH=7.2 一 7.6)、 过 和 氯 酸 、 丙 酮 、 乙 醇 等 。 一 般 的 方法 
是 在 搅 切 器 中 加 入 足够 量 的 乙醇 ， 使 乙醇 的 最 终 浓 度 为 80% 〔〈 体 积分 数 )， 将 组 织 切 碎 ， 过 
滤 或 离心 去 除 不 溶 物 ， 沉 淀 用 80% 乙 醇 洗 涤 1 一 3 次 ,合并 上 清 液 (滤液) 和 洗涤 液 ， 加 入 3 
体积 氯仿 于 分 液 漏斗 中 振 摇 抽 提 若 干 次 ， 取 上 层 水 液 浓 缩 至 所 需 体 积 备用 。 沉 淀 蛋白 质 的 方 
法 很 多 ， 可 根据 具体 条 件 选用 。 在 大 量 无 机 离子 存在 下 ， 要 想得到 一 张 很 好 的 色谱 图 是 有 困 
难 的 ， 特 别 是 用 含 酚 的 溶剂 作 展开 时 ， 对 较 小 分 子 量 的 氨基 酸 影 响 更 大 。 为 了 得 到 满意 的 结 
果 ， 样 品 液 必 须 经 过 去 盐 处 理 。 目 前 常用 的 方法 是 透析 或 通过 葡 聚 糖 凝 腕 (sephadex) G-25 
柱 去 盐 ， 透 析 液 或 滤液 再 经 浓缩 至 所 需 体 积 备 用 。 

2. 点 样 量 

要 使 一 张 色谱 上 显 出 一 些 清晰 的 斑点 ， 所 需要 的 氨基 酸 量 受 许 多 因素 影响 。 最 重要 的 当 
然 是 显 色 剂 ， 然 而 样品 点 的 大 小 、 展 层 的 长 度 、 滤 纸 的 类 型 、 应 用 的 溶剂 甚至 展开 的 方式 等 
也 都 有 一 定 影响 。 

3. 展开 

展开 方式 可 用 单 向 、 双 向 、 上 行 、 下 行 、 辐 射 行 等 形式 ， 视 具体 实验 条 件 和 需要 选 定 。 
Whatman No. 1 和 No. 4 是 常用 的 滤纸 Whatman No. 1 滤纸 最 适用 于 分 离 测 定 大 多 数 氮 基 酸 。 
如 果 显 色 剂 是 水 溶液 ， 应 用 具有 更 大 吸附 能 力 的 Schleicher & schull No. 598 滤纸 为 佳 。 如 果 
欲 分 离 的 样品 量 较 多 ， 需 用 厚 滤 纸 进 行 ，Whatman No. 3 就 是 比较 合适 的 一 种 厚 滤 纸 。 若 没 
有 适当 的 厚 滤纸 , 可 以 将 儿 张 薄 滤纸 重 营 在 一 起 使 用 。 国产 新 华 滤 纸 经 使 用 与 Whatman No. 1 
滤纸 性 质 相近 。 ed 0 
丛 定 

公司 分 展开 后 必须 检 出 纸 上 的 色谱 。 最 常用 的 方法 是 利用 特殊 显 色 剂 在 纸 上 喷 雾 使 氨 
基 酸 或 一 些 肽 类 在 纸 上 产 生 颜 色 反 应 ， 显 示 出 色谱 斑点 。 

(1) 节 三 酮 法 

@ 将 展开 完毕 除 尽 溶剂 的 滤纸 垂直 挂 好 ， 或 四 角 夹 住 平 铺 悬 室 。 然 后 喷洒 0.5% 节 三 酮 
的 无 水 丙酮 溶液 。 用 热风 机 充分 吹 干 后 ， 放 入 60~~70'C 烘 箱 中 干燥 20~30min， 温 度 不 宜 太 
高 ， 时 间 也 不 宜 太 长 。 取 出 后 用 铅笔 将 紫色 斑点 定位 画 边框 ， 然 后 用 均值 标尺 测量 各 斑 
点 的 Re 值 ， 与 标准 已 知 样品 的 色谱 对 照 ， 就 可 以 定性 地 知道 是 何 种 和 氨基酸 。 节 三 酮 还 可 以 配 
在 不 同 的 溶剂 中 和 配 成 不 同 的 浓度 进行 显 色 。 
@ 0.3% 世 三 酮 的 95% 乙 醇 溶液 ， 室 温 暗 处 显 色 18h。 
@) 4% 节 三 酮 的 吡啶 溶液 。 
@ 酸性 溶剂 展开 后 ,使 用 含有 5 多 三 甲 基 吡 啶 的 0.1% 节 三 酮 的 乙醇 溶液 。 碱 性 溶剂 展开 
后 用 含有 三 甲 基 吡 吓 和 醋酸 的 0.1% 节 三 酮 的 乙醇 溶液 (100ml 乙醇 中 加 4ml 三 甲 基 吡啶 ,30ml 
醋酸 〉 显 色 后 再 喷 1% Cu(NO3), 的 乙醇 溶液 〈 这 是 一 种 稳定 剂 ， 可 使 生成 的 颜色 不 易 褪 掉 )。 
氨基 酸 呈 桃红 色 ， 背 景 为 绿色 。 

@ 0.5% 世 三 酮 的 饱和 水 的 丁 醇 溶 液 。80'C 干 燥 30min 后 ， 两 面 喷 水 再 喷 稳 定 剂 L100ml 
95% 乙 醇 中 含 1ml 饱和 Cu(NO3)s 和 0.2ml 10% ee 

@ 0.4g 节 三 酮 ，10g 酚 、90g 正 丁 醇 的 混合 前 

(2) 个 别 氨基 酸 的 特殊 显 色 法 

Q 精 氨 酸 

a. 蔡 酚 试剂 。A 液 : 用 含有 5% 尿素 的 乙醇 配制 0.01% 1- 蔡 酚 ， 临 用 前 再 加 入 KOH 使 






























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































b. 8- 羟 基 哗 啉 试 认 


溶液 中 加 0.2ml Br,。 在 除 
该 氨基 酸 在 双向 色谱 
茶 甲 醛 的 1mol/L HCI 溶液 来 








@ 瓜 氨 酸 
对 二 甲 基 氨基 
®) 














风 氨 酸 等 






































a.n 
HCl 和 




















其 浓度 达到 5%。B 液 : 100hl 5% KOH 中 力 
干燥 几 分 钟 后 ， 再 稍稍 喷 一 点 B 液 。 这 个 
1 。A 液 : 0.1% 8- 羧 基 
尽 溶剂 干燥 的 滤纸 上 先 喷 A 液 ， 待 干燥 后 再 喷 B 液 。 显 橙 红 
很 有 可 能 和 谷 所 酰胺 斑点 靠 得 很 近 ， 可 以 用 喷 








0.7ml Br 。 除 





尽 溶 剂 的 滤纸 先 
显 色 反应 可 检测 到 0.2mg/ml 的 样品 ， 斑 点 红 
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喷 A 液 ， 在 空气 
多 


Do 














座 啉 的 丙酮 溶液 。B 液 : 在 100ml 0.52mol/L NaOH 








76ml 丙酮 〈 需 加 KMnO4 和 K2?CO; 后 习 


区 别 ， 


{化 铂 试剂 。 按 次 序 将 如 下 试剂 4ml 0.002mol/Ln 





瓜 氨 酸 呈 黄 




















化 钾 








色 





























1% 














\0.23ml 1mol/L KI\0.4ml 2mol/L 

















醇 溶剂 展开 后 不 需要 将 纸 上 的 残留 溶剂 去 除 就 可 
等 作 深 剂 ， 必 须 用 乙醚 -丙酮 (1 : 1)、 




















显 色 。 
b. 硝 























临 














前 














普 钠 试剂 。A 液 : 1.5g 硝 
23% NH4OH, 过 波 去 沉淀 , 滤液 置 冰箱 中 储存 ( 需 在 2 天 之 内 使 
于 加， 这 样 可 在 冰箱 中 存放 一 个 


























B 液 : 2g 氰 化 钠 溶 于 5ml 水 中 


分 A、B 液 。 半 胱 氨 酸 





1 


围 硫 氨 酸 等 在 





加 


紫色 





EE 藻 饮 混合 )， 








4t 后. [i 
月 慰 二 加 





配制 成 
色 斑 点 。 

















化 铂 试 剂 。 滤 纸 上 喷 此 
用 丁 醇 、 醋 酸 和 其 他 的 





























二 < 














日 




















钠 溶 于 Sml 2mol/L H2SO4 


使 用 该 试剂 显 色 。 如 果 是 用 酚 、 二 ! 
类 等 除 尽 纸 上 残 留 的 痕 量 溶剂 后 ， 才 能 用 











月 左右 )。 













































































基 吡 喧 
该 试剂 



































， 然 后 加 95ml 甲醇 和 10ml 


;如 欲 储存 , 则 先 不 加 NH4OH， 


























， 再 用 甲醇 稀释 到 100ml。 若 有 沉淀 ， 使 用 时 摇 匀 即 可 。 
的 显 色 只 用 A 液 。 对 胱 氨 酸 则 先 淄 入 A 液 ， 取 出 稍 干 但 仍然 是 湿 的 时 




















候 再 浸入 B 液 。 二 者 同时 检定 时 ， 


5. 定量 测定 
方法 1: 























2 :38)。 色 谱 滤 纸 特殊 显 色 后 ， 剪 下 比 斑 点 范围 稍 宽 、 
洗 脱 ，30 一 60min 后 














中 ， 各 加 入 4ml 硫酸 铜 -乙醇 洗 脱 剂 
光 光 度 计 ) 以 面积 相等 的 无 斑点 空 














可 将 A 液 和 B 液 加 们 浓度 等 量 混合 后 使 


















































出 相应 的 含量 。 标 准 1 











对 其 相应 的 浓度 作 图 所 得 到 的 一 根 直线 。 各 利 


有 所 不 同 。 








方法 2: 在 完全 相同 的 条 件 下 同时 进行 色谱 分 离 的 两 张 滤纸 ， 即 前 面 提 到 的 平行 滤纸 法 。 
滤纸 作对 照 ， 分 别 放 入 试管 中 ， 各 加 组 ; 
中 加 入 2ml 60% 乙 醇 ， 充 分 混 匀 过 滤 ， 滤 液 
旧 试 剂 的 处 理 可 参照 定性 部 分 。 





将 未 显 
显 色 剂 1Iml， 和 者 济 
在 1h 内 用 波长 570nm 

乙 二 醇 甲 醚 的 处 理 
将 滤液 放 入 蒸馏 瓶 ， 





















































@ 0.2molL 柠檬 
蒸馏 水 中 ， 再 

















15min 显 色 完 44 
测 OD 值 〈( 及 


蒸馏， 
其 他 试剂 的 配制 方法 如 下 。 
酸 缓 冲 液 (pH=5.0)。21.008g 含 1 分 子 结晶 
加 入 200ml 1mol/L NaOH 以 蒸馏水 稀释 到 500ml 备用 。 
@ 0.01mol/L KCN。 将 0.1628g KCN 溶 于 水 中 ， 再 稀释 到 250ml 备用 。 









































j， 显 红色 斑点 。 














常用 的 洗 脱 剂 是 硫酸 铜 -乙醇 溶液 ，0.1% CuSO4,。5H20-75% 乙醇 〈《 体 积 比 = 





纸 作对 照 进行 比 色 ， 











完全 
































方法 : 在 
收集 





























@) KCN- 乙 二 醇 ! 


2.5ml 0.01mol/L KCN 溶液 





名， 倒 入 棕色 
后 显 色 灵 敏 度 会 下 降 

















oO 





醚 -总 三 丁 显 





























] 乙 二 醇 














色 的 相应 的 斑点 前 下， 同时 剪 下 空 
后 取 蝇 





























冷却， 了 


氨 酸 用 420nm)。 节 三 i 




















得 
本 





























面积 相同 的 各 个 斑点 ， 分 别 放 入 试 
取 滤 液 在 特定 波长 (应 用 比 色 计 或 
到 OD 值 。 从 标准 曲线 上 就 
线 是 指 已 知 浓度 的 氨基 酸 在 和 测定 样品 同样 的 条 件 下 测 到 OP 值 ， 再 
Fh 氨基 酸 浓 度 对 OD 值 均 应 成 直线 关系 ， 但 斜率 








500g 乙 二 醇 甲 醚 ! 
































加 Sg 令 酸 i 











121 一 125C 饱 分。 该 馏分 应 为 透明 无 色 液 体 ， 用 棕色 


所 


分 


可 查 








































































































1 液 2ml]， 











除 沉淀， 
下 储存 。 


铁 ， 振 探 2h， 过 滤 去 




















LD 








水 的 柠檬 酸 ， 深 于 200ml 









































色 剂 。A 液 : 1.25g 世 三 酮 深 于 253ml 乙 二 醇 
1 醚 稀释 至 125ml， 充 分 混合 。 
页 中 并 放 入 冰箱 24h 后 使 用 

















1 配 。B 液 : 
然后 将 A、B 两 液 混合 均 








。 肉眼 观察 此 显 色 剂 应 为 微 黄 色 溶 液 ， 放 置 一 星期 








改 | 小 
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如 果 是 氨基 酸 溶液 ， 则 取 lml 待 测 的 氨基 酸 溶液 ， 加 lml 缓冲 液 ， 再 加 1ml 显 色 剂 ， 以 
lml 水 代替 氨基 酸 作 空白 ， 





























其 余 操作 相同 。 此 方法 必须 在 无 游离 氨 的 环境 中 进行 操作 ， 所 有 



































试剂 最 好 保存 在 盛 草酸 的 干燥 器 中 。 在 pH=5.0 时 显 色 灵 敏 度 最 高 ， 如 试 样 溶液 的 pH 值 与 其 


相差 很 大 ， 必 须 改 


















































用 高 离子 强度 的 乙酸 缓冲 液 ，2mol/L，pH=5.4，272g NaAc。3H2O+25ml 





冰 醋 酸 ， 以 蔡 馏 水 稀释 到 1000ml。 


在 薄 


男 


谱 法 以 及 关 





第 三 节 ” 注 层 色 谱 法 


注 层 色谱 是 指 将 固定 相 均 匀 地 涂 布 于 玻璃 等 载 板 上 形成 薄 层 后 ， 再 将 待 分 离 的 混合 物 点 






































层 的 一 端 ， 置 于 展开 室 中 ， 展 开 剂 (流动 相 ) 借助 于 毛细 作用 从 薄 层 板 的 点 样 端 展开 到 



















































































端 ， 在 此 过 程 中 不 同 物质 因 其 理化 性 质 不 同 而 得 以 分 离 。 其 分 离 的 原理 与 柱 色谱 相同 ， 
依 所 选 定 的 固定 相 的 不 同 而 异 ， 可 分 为 吸附 薄 层 色 谱 法 、 分 配 薄 层 色 谱 法 、 离 子 交换 薄 层 色 
详 薄 层 色谱 法 等 。 
注 层 色谱 法 是 一 种 新 型 的 快速 、 微 量 、 操 作 简 便 的 分 离 技 术 ， 它 和 柱 色 谱 、 纸 色谱 的 基 

































































本 原理 及 其 操作 方法 比较 相近 。 柱 色谱 是 把 吸附 剂 或 文 持 剂 装 在 柱 中 进行 色谱 分 析 ， 纸 色谱 
(PC) 是 用 滤纸 作为 支持 剂 进行 色谱 分 析 ， 而 薄 层 色谱 则 是 把 吸附 剂 或 支持 剂 涂 布 于 玻璃 板 
或 其 他 载体 上 ， 形 成 一 薄板 进行 色谱 分 析 。 











1956 年 ，StahlP20 通 过 

















对 硅胶 的 规格 、 性 能 以 及 薄板 厚度 对 注 层 色谱 影响 的 系统 研究 ， 发 























明了 制备 合格 的 硅胶 和 涂 布 合适 厚度 薄板 的 工具 ， 并 经 过 两 年 的 努力 ， 将 完善 的 薄 层 色谱 六 


2 





























品 的 纯度 是 非常 有 利 的 。 随 着 实验 装置 的 改进 和 扫描 仪 、 面 积 仪 以 及 极 谱 仪 等 仪器 的 出 现 ， 


在 





百 











如 之 色谱 条 件 的 严格 控 
通 





次 展览 会 上 展 出 ， 从 而 使 薄 层 色谱 技术 得 以 迅速 地 发 展 ， 并 在 生物 化 学 、 医 药 卫生 、 
化 学 工业 和 农业 生产 等 领域 获得 广泛 应 用 。 
得 层 色 谱 与 纸 色谱 相 比 具有 以 下 优点 : 
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Q@ 对 混合 物 分 离 迅 速 ， 一 般 分 离 时 间 仅 需 15~60min， 而 纸 色 谱 一 般 需 要 几 小 时 或 更 长 
时 间 ; 


@ 需要 样品 量 极 少 ， 





通常 使 用 的 样品 量 为 5 一 10mg; 














@@ 设备 简单 ， 操 作 方 便 ; 在 鉴定 一 个 物质 时 上 只 需要 大 小 适中 厚度 均一 的 玻璃 板 、 普 通 
色谱 人 缸 和 喷雾 器 等 物品 ; 
@ 温度 和 饱和 度 对 薄 层 色谱 的 影响 较 纸 色谱 小 ， 可 以 用 腐蚀 性 的 显 色 剂 “用 洗 粉 作 秋 
合剂 的 薄板 除外 ); 











@ 灵敏 度 高 ， 一 般 比 纸 色谱 高 10 倍 ， 甚 至 样品 





















































仅 含 0.01hg 的 物质 也 可 检 出 。 

















鉴于 以 上 优点 ， 用 它 来 指导 生产 (中 间 物 质 的 检验 、 合 成 化 合 物 终点 的 确定 ) 和 鉴定 产 
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进行 分 离 时 ， 这 三 种 作用 
而 定 。 在 薄 层 吸附 色谱 ， 


形 










































































判 ， 促 使 应 用 薄 层 色谱 进行 定量 测定 的 工作 日 趋 完善 。Brenner 等 外 
过 大 量 的 实验 研究 获得 850 个 数据 ， 证 实 了 用 薄 层 色谱 得 到 的 Re 值 和 纸 色 谱 的 Re 值 结 
致 ,二 者 之 间 的 标准 偏 
展开 ，:+0.018。 将 薄 层 色谱 测定 结果 进行 适当 校正 ， 相 对 偏差 甚至 可 达 0.4% 一 2.0% 记 1 。 

































































差分 别 为 : 上 行 展 开 , +0.016; 水 平展 开 , +0.014; 下 行 展 开 , +0.018; 





























一 、 原 理 与 基本 理论 

















注 层 色谱 的 作用 机 理 大 致 包括 吸附 、 分 配 和 离子 交换 三 种 作用 ， 当 各 种 化 合 物 在 薄板 上 






























































司 时 给 予 不 同 程度 的 影响 ， 但 是 究竟 哪 种 作用 为 主 ， 需 视 具体 情况 
吸附 剂 称 作 固定 相 ; 而 在 薄 层 分 配色 谱 中 ， 吸 附 剂 称 作 支持 剂 






































吸附 在 支持 剂 上 的 溶液 称 作 固定 相 ;， 在 薄 层 反 相 色 谱 中 ， 用 聚 硅 氧 烷 或 烃 类 【〔 即 十 一 碳 烷 、 
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十 四 碳 烷 和 三 十 碳 六 烯 或 高 分 子 量 石 油 ) 浸 过 的 吸附 剂 也 称 作 支持 剂 ， 有 机 溶剂 则 称 作 固定 
相 。 由 于 “固定 相 ” 在 不 同色 谱 中 所 指 的 物质 不 同 ， 所 以 各 种 色谱 的 作用 机 理 的 侧重 面 也 不 
同 。 分 配色 谱 和 离子 交换 色谱 的 基本 原理 分 别 与 纸 色 谱 和 柱 型 离子 交换 色谱 的 基本 原理 一 致 ， 
可 参考 相关 文献 ， 下 面 着 重 介绍 吸附 薄 层 色谱 的 基本 原理 。 

1. 基本 原理 

在 吸附 色谱 中 ， 吸 附 剂 一 般 为 硅胶 、 氧 化 铝 
和 磷酸 钙 等 极 性 化 合 物 。 在 吸附 色谱 中 ， 样 品 的 
分 离 基 于 吸附 剂 、 被 分 离 物质 和 展开 剂 的 性 质 不 
同 而 有 所 差异 。 如 图 10-6 所 示 ， 当 把 极 性 吸附 剂 
涂 布 的 干 薄 板 放 入 展开 剂 时 ， 展 开 剂 凭借 毛细 管 
效应 开始 进入 由 不 同 直径 毛细 管 相 互 连 接 的 薄板 
中 ,其 流动 速度 与 展开 剂 的 表面 张力 (J) 和 黏度 
薄板 展开 时 毛细 管 之 间 的 (7w) 以 及 吸附 剂 的 性 质 有 关 。 
















































































































































































-六 深 旗 商 虚 


























































































































相互 连接 模式 溶剂 前 沿 移动 距离 (SF) 29， 
SF =VKt (10-13) 

















其 中 ,1 为 时 间 ; 天 与 表面 张力 了 成 正比 ， 与 黏度 7 成 反比 ， 在 分 离 条 件 一 定时 为 常数 。 
溶剂 前 沿 移动 的 速度 (UF): 

















Pd OK 
dt 2SF 

式 (10-14) 说 明 溶剂 前 沿 速度 与 溶剂 前 沿 移动 距离 成 肥 比 ， 与 XK 成 正比 。 
由 于 展开 剂 在 薄板 上 沿 毛 细 管 移动 ， 点 在 薄板 上 的 样品 就 会 随 展 开 剂 的 移动 而 移动 ， 但 
是 因 被 分 离 化 合 物 的 极 性 有 差异 ， 故 不 同化 合 物 与 吸附 剂 和 展开 剂 的 杀 和 力 就 有 差别 ， 进 而 
导致 展开 时 各 化 合 物 在 薄板 上 移动 的 距离 不 同 ， 即 被 分 离 化 合 物 因 其 极 性 不 同 ， 在 同一 个 吸 
附 剂 上 吸附 力 强 弱 也 不 同 。 当 适宜 的 展开 剂 在 薄板 上 沿 毛 细 管 移动 时 ， 被 分 离 物质 中 与 吸 
附 剂 亲 和 力 强 的 组 分 移动 速度 慢 ， 留 在 接近 开始 滴 加 样品 之 点 (原点 )， 反 之 ， 被 分 离 物 质 
中 与 吸附 剂 亲 和 力 弱 的 组 分 则 随 着 展开 剂 移动 速度 快 ， 移 动 距离 远 ， 即 越 接 近 展 开 剂 的 前 
沿 。 实 际 上 ， 化 合 物 各 组 分 得 到 分 离 的 过 程 也 是 一 个 吸附 、 解 吸附 、 再 吸附 、 再 解吸 附 的 
循环 过 程 。 

按照 “相似 相 溶 ” 规 律 ， 极 性 化 合 物 易 溶解 于 极 性 溶剂 中 ， 非 极 性 化 合 物 则 易 溶解 于 非 
极 性 溶剂 中 ， 因 此 在 同一 个 吸附 色谱 板 上 ， 不 同 极 性 化 合 物 的 组 分 在 同一 个 溶剂 中 的 溶解 度 
不 一 样 。 在 流动 相 中 的 溶解 度 越 大 ， 移 动 的 速度 越 快 ， 反 之 移动 的 速度 越 慢 。 

此 外 ， 用 于 薄 层 色谱 的 吸附 剂 都 可 作 柱 色谱 的 吸附 剂 ， 其 基本 原理 实质 上 也 是 吸附 、 解 
吸附 、 再 吸附 、 再 解吸 附 的 过 程 。 柱 子 大 小 、 类 型 及 操作 要 点 与 一 般 葡 聚 糖 、 离 子 交换 的 柱 
色谱 相似 。 吸 附 剂 的 用 量 依 样品 中 成 分 是 否 易 分 离 而 定 ， 通 常 为 被 分 离 样 品 的 30 一 50 倍 ， 
至 100 倍 。 

2. 塔 板 理论 
在 薄 层 色谱 板 上 ， 样 品 斑点 内 部 的 样品 量 按 高 斯 型 分 布 ， 色 谱系 统 的 理论 塔 板 数 (N) 
可 表示 为 : 


(10-14) 





















































































































































































































































































































































































































































ps 这 
w-1d 吉 吕 各] (10-15) 
W. 


改 | 小 


| >6s | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 




















式 中 ，N 为 理论 塔 板 数 ; 工 为 板 的 长 度 ; Ls 为 物质 S 在 板 上 的 移动 距离 ，Ws 为 物质 $ 的 
斑点 直径 ;Rt 为 物质 S 的 比 移 值 。 
式 〈10-15) 表示 了 注 层 板 效 率 与 迁移 距离 的 关系 。 为 了 更 合理 地 衡量 薄 层 色谱 的 分 离 效 
率 ， 可 以 采用 式 (10-16〉 的 有 效 理 论 塔 板 数 评价 分 离 效果 。 


和 
Ni.—s (10-16) 
Ws —W 

























































































式 中 ，Wo 为 样品 原点 的 峰 宽 。 

在 柱 色谱 中 ， 通 常 色 谱 柱 均 有 相当 的 长 度 ， 因 而 进 样 引起 的 色谱 峰 的 扩张 不 太 严 重 ， 
而 薄 层 色谱 样品 移动 的 距离 很 短 ， 点 样 引起 的 峰 扩 张 ( 即 原 斑点 直径 〉 则 不 能 忽略 ， 展 开 
后 斑点 扩张 的 程度 应 减 去 原 斑点 的 宽度 ， 其 差 值 与 斑点 移动 的 距离 成 正比 。 有 效 塔 板 高 度 
可 表示 为 : 

















































































































































































































































































































Eua = (10-17) 
普通 薄 层 板 CTLC ) 的 板 长 为 20cm 时 ，N=103 一 104， 
有 E10 一 102hm。 高 效 薄 层 板 (HPTLC) 的 板 长 为 10cm， 1 
N=104~105, H=1~10um。 SOF 
普通 展开 方法 和 过 压 展开 方法 对 普通 注 层 板 和 高 2 
效 注 层 板 的 影响 不 同 ， 其 平均 塔 板 高 度 与 迁移 距离 之 间 
的 关系 如 图 10-7 所 示 。 1 30 
从 图 10-7 中 可 以 看 出 , 在 过 压 展 开 的 条 件 下 , 平均 2 
塔 板 高 度 基本 上 是 常数 ， 塔 板 数 仅 随 着 展开 距离 的 增加 一 一 : 
有 较 小 的 线性 减 小 。 不 管 展开 距离 多 大 ， 高 效 板 都 呈现 | 
高 效率 ， 平 均 塔 板 高 度 为 12hm， 如 果 把 展开 速度 调 到 TREE 
最 佳 , 可 以 获得 8hm 的 平均 塔 板 高 度 ， 这 相当 于 在 普通 Hiem 
薄 层 板 上 展开 325cm 达到 3 万 理论 塔 板 数 的 极限 情况 。 平均 塔 板 高 度 与 迁移 
3， 分离 参 数 距离 的 关系 
薄 层 色谱 分 离 的 优 劣 可 采用 分 离 参 数 评价 ， 分 离 参 。。“，、 记 效 松 肖 方法 展开 :2 癌 浊 版 六 
数 包括 分 离 度 、 分 离 数 (SN) 及 分 离 值 (SV)。 人 
分 离 度 定义 为 相 邻 两 斑点 中 心 距 离 之 差 与 两 斑点 的 


直径 总 和 一 半 的 比值 ， 即 


























L-b, 
WH+W)/2 

式 中 ,Li、 工 分 别 为 组 分 斑点 1、2 从 斑点 中 心 至 原点 的 距离 ，Wi、W 分 别 为 斑点 1、 
斑点 2 的 直径 。R=1.0 时 ， 两 斑点 基本 分 开 。 

容量 因子 (Kk) 与 比 移 值 (Re) 的 关系 为 


1 1 
R. = 


| 
+kKYs 1+K (10-19) 


(10-18) 
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式 中 ,下 为 分 配 系 数 ，Vs 为 色谱 系统 中 国定 相 所 占 的 体积 ; Vi 为 色谱 系统 中 流动 相 所 占 
的 体积 。 












































1 
天 = 一 一 | (10-20) 


由 式 〈10-20) 可知 ，Re=0 的 组 分 ， 其 所 < ， 说 明 这 种 组 分 不 溶 于 流动 相 ， 不 能 被 流动 
相 洗 脱 。 以 硅胶 吸附 色谱 为 例 ， 若 某 一 组 分 的 Re0， 首 先 增加 溶剂 的 极 性 ， 若 仍 不 能 提高 
Rte， 说 明 组 分 的 极 性 太 大 ， 需 更 换 活性 低 的 硅胶 板 才能 增 大 Ri 值 。 

Re=0.5 的 组 分 ，k=1， 这 种 组 分 分 布 在 固定 相 和 流动 相 的 量 相同 。 

Re=1 的 组 分 ，k=0， 说 明 这 种 组 分 不 溶解 于 固定 相 ， 或 不 被 固定 相 所 吸附 。 以 硅胶 为 固 
定 相 的 吸附 色谱 法 可 以 采取 降低 流动 相 的 极 性 ， 或 增加 硅胶 的 吸附 活性 的 方法 来 降低 Re 值 。 
若 仍 不 能 达到 目的 ， 则 需 更 换 色 谱 填 料 的 类 型 。 

当 薄 层 上 相 邻 两 个 组 分 斑点 的 Re 分 别 为 Ri 和 Re， 并 且 Ra>Rp 时 ， 假 设 Wi=W。， 根 据 
分 离 度 公式 可 以 得 到 分 离 度 Rs 与 N、ARt 的 关系 : 






































































































































R 2M Ra-R AN, AR (10-21) 
4 RN 4 Ri 
薄 层 色谱 分 离 度 公式 也 可 写成 与 HPLC 非常 相似 的 形式 : 
R= ely Ry (10-22) 
4 C 





式 中 ，vu 为 组 分 1、2 的 分 配 系 数 比 ，o=Kz/ 有 ， 有 本 >R、Ra>Rp;， 该 式 右 侧 的 三 项 分 别 
称 为 薄 层 板 板 效 项 、 选 择 性 项 和 容量 项 。 
薄 层 板 板 效 项 : 薄 层 板 的 理论 塔 板 数 N 主要 影响 斑点 的 分 散 程度 。N 越 大 ,斑点 越 集 中 ， 
分 离 度 大 ， 否 则 斑点 扩散 ， 分 离 度 降低 。 

选择 性 项 : 当 Ki=K，。，aQ=1，Rs=0 时 ，1、2 两 个 斑点 完全 
离 才 有 可 能 。 提 高 ag， 选 择 合适 的 流动 相 为 主要 手段 。 

容量 项 : Re 越 大 ， 容 量 项 越 小 ， 分 离 度 越 小 ; Rn 越 小 ， 分 离 度 越 大 。 最 佳 分 离 条 件 为 
Ri 在 0.3 一 0.5 之 间 ， 可 用 范围 为 0.2 一 0.9。 调 整 展 开 剂 极 性 ， 可 以 使 被 分 离 组 分 的 Re 值 落 入 
所 需 区 间 。 

分 离 值 (separation value，SV) 被 定义 为 : 
R.-R R. 

RR 及 

式 中 ，Rs 为 Ri=0 及 Re=1 两 种 组 分 的 分 离 度 ; Rs 为 相 邻 两 组 分 的 分 离 度 。SV 的 含义 ; 
在 Re=0 及 Re=1 两 种 组 分 的 色谱 峰 (斑点 ) 间 能 容纳 分 离 度 为 Rs 的 相 邻 组 分 的 峰 数 ，SV 
的 数值 取决 于 Rs 及 Rs 。 

若 Re=0 与 Ri=l 两 组 分 的 色谱 峰 的 分 离 度 Rs=6， 两 相 邻 组 分 色谱 峰 R=1.5， 则 


se (10-24) 
1.5 
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SV = 








一 1 (10-23) 






































这 说 明 在 Re=0 与 R=1 的 色谱 峰 间 能 容纳 分 离 度 为 1.5 的 峰 有 3 个 。 也 就 是 在 薄 层 板 上 ， 
在 原点 与 前 沿 斑 点 间 能 容纳 分 离 度 为 1.5 的 斑点 有 3 个 。 
SV 的 数值 取决 于 Rs 及 Res， 无 统一 规定 ， 不 便于 比较 。 因 而 在 薄 层 色谱 法 中 多 】 
分 离 度 的 SN 来 描述 板 容量 。 
分 离 数 (separation number，SN) 被 定义 为 
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规定 了 
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L 
人 一 1 (10-25) 

式 中 , 工 为 原点 至 前 沿 距离 ，bo 为 Re=0 组 分 的 半 峰 宽 ; bi 为 Re=1 组 分 的 半 峰 宽 。SN 的 
含义 为 : 相 邻 峰 的 分 离 度 为 1.177 时 ， 在 Ri=0 与 Re1 两 种 组 分 的 色谱 普 峰 间 能 容纳 的 色谱 峰 
数 。SN 是 衡量 薄 层 色谱 分 离 条 件 的 主要 参数 之 一 。SN 越 大 ， 薄 层 板 的 容量 越 大 。 

当 R=1.177 时 ，SV=SN。 一般 薄 层 板 的 SN 在 10 左右 ， 高 效 薄 层 板 的 SN 大 于 10。po 及 
bi 经 常 不 能 直接 由 薄 层 扫描 图 测 得 ， Ee 点 斑点 的 形状 一 般 都 不 正常 ， 通 常 都 用 外 推 
法 求 算 bo 及 b!|， 因 为 在 一 定 上 样 量 范 围 内 ， 半 峰 宽 均 与 Re 成 直线 关系 ， 因 此 很 容易 求 出 其 
回归 方程 式 。 

二 、 实 验 材 料 与 操作 技术 

一 般 薄 层 色 谱 操 作 包 括 薄 板 的 制备 、 点 样 、 展 开 、 显 色 、Rt 值 的 测定 和 结果 分 析 等 步 

1. 薄板 的 制备 di 

以 硅胶 和 氧化 铝 薄板 的 制备 为 例 ， 在 制 | 六 
备 薄 板 时 ， 选 好 适宜 的 吸附 剂 或 文 持 剂 ， 并 
确保 薄板 的 厚度 及 均一 性 ， 因 为 其 对 样品 的 Eyl 
分 离 效 果 和 Ri 值 的 重复 性 影响 极 大 。 例 如 ， 
从 图 10-8 可 以 看 出 ， 当 注 板 的 厚度 小 于 06 
200um 时 ， 注 板 厚度 的 变化 对 母 菊 兰 燃 醇 ”过 
(chamazulene alcohol) 和 母 菊 兰 烯 酸 的 Re i 
值 影响 显著 ; 当 大 于 200hm 时 ， 对 Ri 值 影 
响 很 小 ， 其 至 可 以 忽略 不 计 。 因 此 ， 普 通 薄 、 8 
层 厚 度 以 250hm 为 宜 。 用 薄 层 色 谱 法 制备 少 。 “| 
量 的 纯 物 质 时 ， 薄 层 厚 度 应 稍 大 些 ， 一 般 为 A 
500 一 750hm， 甚 至 1 一 2mm。 0 00 00 300 

制备 方法 : 先 把 所 用 的 玻璃 板 用 洗 液 浸 荡 板 旧 度 ihm 
泡 或 用 肥皂 水 洗 净 、 烘 干 ， 并 用 95% 乙醇 拭 薄板 厚度 与 忆 值 的 关系 
擦 一 次 ， 以 避免 吸附 剂 脱落 。 玻 璃 板 大 小 规 1 一 母 菊 兰 燃 ，2 一 母 菊 兰 烯 醇 ，3 一 母 菊 兰 烯 酸 


格 有 5cmX15cm、5cmX20cm、 





其 





的 深 
倾 入 
达到 
进行 





不 好 。 
吸附 剂 的 浓度 要 适中 ， 浓 度 太 大 ， 北 
， 刘 不 易 均 匀 。 下 面 的 实例 可 供 


下 沉 




















剂 ， 研 磨 时 
玻璃 板 上 ， 
表面 平坦 、 
活化 。 活 化 
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间 
下 面 叙 述 的 方法 涂 布 。 
光滑 、 无 水 








大 小 视 情 况 而 定 。 准 备 好 玻 ] 


以 调 成 稀 糊 } 


















































人 参 





结 过 快 ， 
Se 
氧化 铝 G lg， 加 水 1ml， 在 130 一 160C 活 化 4h， 其 活性 
硅胶 G 1g， 加 水 2~3ml， 在 110C 活 化 1h。 


居 和 无 气泡 研磨 太 快 时 易 产 生气 
前 薄板 必须 已 较 干燥 ， 湿 板 一 下 加 热 至 60°C， 典 出 薄板 就 很 栈 松 ， 使 用 刘 











不 易 均 匀 


泡 ) 状态 


浓度 太 小 ， 








氧化 铝 lg， 加 0.5% CMC 水 溶液 1.5 一 2ml， 在 110'C 活 化 30min。 


硅胶 1g， 加 0.5% CMC 水 溶液 2 一 2.Sml， 在 110'C 活 化 30min。 





洁 





白 为 最 佳 )， 








10cmX20cm、20cmX20cm 以 及 2.5cmX7.5cm 的 载 玻 片 等 ， 
离 板 后 ， 取 一 定量 的 吸附 剂 放 入 研 杀 中， 加 入 需要 的 水 或 适 
大 为 度 。 当 浓度 均一 后 ( 即 呈 胶 状 物 ， 色泽 
涂 布 后 还 不 很 均匀 时 ， 可 以 轻 轻 敲 玻璃 板 ， 
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立即 

















置 水 平 


























吸附 剂 易 在 光 





FE 相当 于 划一 人 级 。 
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硅胶 2.85g， 加 淀粉 0.15g、 水 7.5ml， 在 沸水 浴 上 加 热 ， 不 停 地 搅拌 ， 使 其 呈 均 名 、 笑 
稠 的 糊 状 ， 铺 成 薄板 。 
由 于 吸附 剂 制 备 方法 不 同 ， 即 使 制备 方法 相同 ， 批 号 不 同 ， 所 需要 的 溶剂 量 也 不 一 样 ， 
对 此 ， 在 使 用 新 批号 吸附 剂 前 要 预先 进行 条 件 摸 索 、 优 化 。 注 板 经 活化 后 ， 需 储藏 在 密闭 的 
干燥 器 或 干燥 箱 中 。 

涂 布 方法 如 下 。 

涂 布 棒 : 用 一 根 直径 lcm 左右 的 玻璃 管 (或 玻 棒 )， 两 端 绕 几 圈 胶 布 ， 其 胶布 的 圈 数 视 
UD he ee te ee on eee ee 
因 铜 片 之 间距 离 可 调 ， 所 以 只 需 一 根 玻 璃 管 就 可 制 成 不 同 厚度 的 薄板 。 将 调匀 的 吸附 剂 倾 兴 
ee 压 在 玻璃 板 上 ， 把 吸附 剂 向 一 ht ey 还 可 将 涂 布 薄 
板 的 玻璃 板 排 成 一 长 条 形 ， 两 侧 放 同样 厚度 的 垫 片 作文 持 用 的 玻璃 板 ， 垫 片 厚度 与 要 涂 制 的 
薄板 厚度 相当 。 在 倾 入 调 好 的 吸附 剂 后 ， 立 即 用 玻璃 棒 或 有 机 玻璃 板 沿 着 表面 均匀 地 刊 推 即 
形成 薄 层 。 此 法 无 需 特殊 装置 ， 简 便 易 行 。 不 足 之 处 在 于 徒手 操作 ， 薄 层 难 以 均匀 。 

涂 布 器 : 分 为 可 移动 的 涂 布 器 和 固定 的 涂 布 器 两 种 。 所 谓 可 移动 涂 布 器 是 涂 布 模 移 动 ， 
玻璃 板 不 动 ， 而 固定 涂 布 器 则 是 涂 布 槽 固定 ， 玻 璃 板 以 一 定 的 速度 移动 。 但 二 者 的 装置 是 相 
同 的 。 涂 布 装置 由 涂 布 台 和 涂 布 槽 两 个 部 分 组 成 。 涂 布 台 可 用 厚 玻 璃 、 薄 玻璃 及 木板 粘 合 制 
成 ， 用 作 固 定 待 涂 玻璃 片 的 位 置 。 涂 布 槽 是 一 边 的 下 缘 留 有 大 小 适中 的 缺口 ， 呈 方形 或 长 方 
形 无 底 的 模子 ， 缺 口 的 高 度 就 是 涂 布 薄 层 的 厚度 ， 当 拉动 涂 布 槽 时 ， 档 内 的 吸附 剂 匀 浆 就 通 
过 条 形 缝隙 均匀 地 涂 布 在 玻璃 板 上 ， 这 样 涂 布 的 薄板 比较 容易 达到 均一 的 要 求 。 涂 布 槽 可 用 
有 机 玻璃 粘 成 ， 用 铜 或 不 锈 钢 制 作 更 好 。 

2. 点 样 

点 样 是 一 项 细致 操作 ， 适 当 的 点 样 量 和 集中 的 斑点 是 得 到 一 个 好 的 色谱 分 离 的 必要 条 件 。 
通常 样品 的 浓度 以 mg/ml 为 单位 。 根 据 不 同 的 要 求 ， 不 仅 采 用 的 显 色 剂 及 甚 灵敏度、 吸附 剂 性 
与 薄板 厚度 不 同 ， 而 且 点 样 量 也 不 同 。 若 对 纯 物 质 鉴定 采用 灵敏 度 高 的 显 色 剂 时 ， 点 样 量 只 
需 微 克 或 纳 克 样 晶 ; 车 进行 天 然 物质 或 中 间 产 物 的 分 离 ， 点 样 量 就 需 50ng， 甚 至 几 百 微克 样 
; 进行 制备 色谱 时 ， 点 样 量 可 达 1mg 以 上 样品 。 总 之 ， 点 样 量 少时 ， 不 易 检 出 ; 点 样 量 多 时 ， 
易 卸 尾 或 扩散 ， 影 响 分 离 效果 。 以 化 学 纯 氨 酸 为 例 ， 其 点 样 量 与 Re 值 的 关系 见 图 10-9。 

点 样 管 可 用 内 径 约 lImm 且 管 口 平整 的 毛细 管 、 微 量 点 样 管 或 自动 点 样 管 。 吸 取样 品 液 
后 ， 轻 轻 移 至 距离 薄板 一 端 2.5cm 处 ， 点 成 圆 形 或 条 状 〈 双 向 色谱 点 样 位 置 可 参考 有 关 纸 色 
齐 广 为 便 原 点 让 佐 不 超 革 2 3mms 度 该 注意 以 下 问题 : 溶解 样品 的 溶剂 最 好 是 挥发 性 的 ，; 
点 样 宜 分 次 点 加 ， 即 点 一 次 后 ， 用 吹风 机 的 冷 空气 吹 干 ， 再 点 、 再 吹 ， 反 复 进 行 ， 直 至 点 
ae 
当 几 个 样品 点 在 同一 块 薄板 上 时 ， 须 在 同一 起 始 直线 上 ， 它 们 相互 间隔 为 1.5cm 左右 ， 
见 图 10-10。 靠 边缘 的 样品 点 不 能 距 边 沿 太 近 ， 以 免 边 沿 效应 产生 误差 。 点 样 最 好 是 在 密闭 
的 室 中 或 比较 干燥 的 条 件 下 完成 ， 避 免 薄 板 吸 水 降低 活性 。 若 无 此 条 件 ， 点 样 时 间 要 短 ， 点 
样 完 毕 后 ， 使 斑点 干燥 ， 再 去 展开 。 
3. 展开 
展开 就 是 点 样 的 薄板 一 端 浸 入 展开 剂 其 深度 为 0.5cm 左右 ,和 干 万 勿 使 样品 点 浸入 展 
开 剂 中 。 展 开 的 方式 有 上 行 、 下 行 、 近 水 平 的 上 行 与 下 行 层 (不 含 黏合 剂 的 硅胶 薄板 只 能 用 
于 水 平方 向 展 层 )。 根 据 展开 的 次 数 和 方向 ， 又 可 分 为 一 次 展开 、 多 次 展开 、 双 向 展开 和 连续 
展开 。 展 开 欲 获得 满意 结果 ， 必 须 选 择 适 当 的 展开 剂 和 合理 的 展开 装置 。 
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8 A 
“9 2 | A 
A = 1 本 
2 I , 
后 尾 量 全 
化 学 纯 甘 氨 酸 的 点 样 展 层 示意 图 
量 与 Ri 值 的 关系 示意 I 一 溶剂 前 缘 ， 一 起 始 线 ， 卫 一 溶剂 浸入 的 深度 
(图 中 数字 单位 均 为 cm) 
展开 剂 的 选择 原则 是 要 使 物质 分 离 效 果 好 ， 就 需要 选择 适当 的 展开 系统 。 展 开 剂 的 选择 
是 根据 被 分 离 物 质 的 极 性 及 其 和 展开 剂 的 亲和力 来 决定 的 。 被 分 离 物 质 和 有 机 溶剂 的 极 性 大 
小 和 其 分 子 中 官能 团 的 类 型 、 数 目 及 分 子 中 碳 链 的 长 短 、 饱 和 程度 有 关 。 原 昭 二 等 卢 曾 提出 















































在 硅胶 或 氧化 铝 注 板 上 官能 团 由 弱 到 强 的 次 序 是 

















CH3=<=—H<—OCH3<=—NO,=<=—N(CH3);=<=—COCH3<=—OCOCHS 
<—NH,<—NHCOCH;s<—OH<—CONH,=—COOH 


溶剂 的 极 性 可 以 用 介 电 常数 和 偶 极 矩 来 衡量 。 








也 大 。 溶 剂 的 介 电 常 数 见 表 10-3。 众 所 周知 ， 在 有 机 化 合 物 










































































， 妆 两 个 原子 结合 成 共 价 键 时 ， 成 价 电 子 云 均匀 地 分 布 丰 
个 相等 于 和 这 样 的 共 价 键 没有 极 性 ， 叫 做 非 极 性 共 价 键 ， 









































性 的 ， 叫 做 极 性 共 价 键 ， 这 种 分 子 称 为 极 性 分 子 。 
常用 溶剂 的 介 电 常数 (15 一 205C ) 


当 两 个 不 同 原子 以 共 价 键 结合 时 ， 由 于 不 同 原 子 对 电子 吸引 力 不 同 ， 
或 少 地 接近 吸引 电子 能 力 较 强 的 原子 ， 使 键 的 两 端 成 为 J 












































一 般 介 电 常数 大 或 偶 极 矩 大 ， 溶 剂 的 极 性 
P 普 过 存在 着 共 价 键 。 在 共 价 
E 两 原子 间 ， 正 负电 蓓 中 心 相近 ， 
这 种 分 子 称 为 非 极 性 分 子 。 
央 而 共 】 


刍 
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| 电子 对 就 或 多 
E 负 两 极 ， 这 样 形成 的 共 价 键 是 有 


极 















































溶 剂 介 电 常数 溶 剂 介 电 常 数 
水 81 乙酸 乙 酯 6.5 
醇 35 葵 5.8 
乙醇 26 氯仿 52 

丙酮 24 乙醚 4.4 
正 丁 醇 19 - 令 化 碳 2.6 
异 戊 醇 16 葵 2.3 
吡啶 12 四 所 化 碳 4 
毛茶 11 己 烷 1.9 
乙酸 9.7 石油 醚 1.8 
分 子 的 偶 极 矩 是 衡量 分 子 极 性 大 小 的 物理 常数 ， 双 原子 分 子 的 偶 极 矩 是 由 两 个 原子 的 电 





负 性 差 引起 的 。 两 原子 的 电 负 性 相差 越 大 ， 成 键 时 键 算 越 大 ， 整 个 分 子 的 侦 




































































极 矩 就 越 大 ， 这 
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种 分 子 的 极 性 也 就 越 强 。 多 原子 组 成 分 子 的 偶 极 矩 是 分 子 中 各 个 键 矩 的 总 量 和 ， 因 此 由 极 性 
键 组 成 的 分 子 不 一 定 是 极 性 分 子 。 在 衡量 一 个 有 机 化 合 物 的 极 性 时 , 不 能 孤立 地 看 其 偶 极 矩 ， 
而 要 从 化 合 物 组 成 的 结构 全 面 考 虑 。 一 般 极 性 官能 团 的 存在 可 以 增加 分 子 的 极 性 。 而 非 极 性 
基 团 如 烷 基 等 的 存在 则 使 分 子 极 性 降低 。 非 极 性 碳 链 增长 时 ， 因 非 极 性 烷 基 在 整个 分 子 中 比 
例 增 大 ， 所 以 极 性 降低 。 当 碳 链 长 度 相 同时 ， 随 着 极 性 基 团 数目 的 增加 或 极 性 基 团 极 性 的 增 
大 和 不 饱和 程度 的 增加 ， 分 子 极 性 增 大 。 

根据 展开 方式 ， 展 开 装置 可 分 为 立 式 (a)、 卧 式 (e、f)、S 形 (b)、 下 行 (c) 和 连续 展 
开 装 置 (d) 等 ， 如 图 10-11 所 示 。 










































































































































































你 上 行 色谱 压 党 { bj S 形 人 包 谱 阔 冯 (5 上行 旬 谱 装 岂 


1 薄板 ;2 滤纸 : 3 色 讲 红 ; 4 厂 开 前 ; 5 排 发 的 展开 测 : 6 孩 依 块 








(d) 省 续 的 谱 装 位 


] 薄板 ; 2 益 板 ; 3 溶出 模 ; 4 类 本 ; $ 滤纸 刁 ; 6 支 染 








(人) 中式 下 行 色谱 装 心怀 世 上 上 行 色 详 装 置 
区 可 蕊 胃 各 种 色谱 展开 装置 


展开 装置 的 大 小 依 色谱 薄板 的 大 小 而 定 。 小 薄板 一 定 要 用 小 的 色谱 档 ， 这 样 易 达 饱 和 ， 
溶剂 的 饱和 度 对 分 离 效 果 影 响 较 大 。 饱 和 要 比 不 饱和 的 情况 的 展开 时 间 短 ， 分 离 效 果 好 。 用 
混合 溶剂 在 薄板 上 展开 时 ， 极 性 较 弱 的 溶剂 〈 它 被 吸附 剂 吸附 得 也 较 弱 ) 和 沸点 较 低 的 浴 剂 
〈 己 烷 - 乙 酸 溶剂 系统 中 的 己 烷 ) 在 边缘 挥发 得 快 ， 也 就 是 说 在 边缘 部 分 比 中 心 部 分 含有 更 多 
的 极 性 较 大 的 溶剂 ， 从 而 使 边缘 的 均值 高 于 中 部 的 值 。 此 现象 被 称 为 边缘 效应 (单一 的 展开 
剂 无 此 效应 )。 用 饱和 的 色谱 装置 就 可 消除 边缘 效应 。 
展开 操作 方法 : 把 点 好 样 的 薄板 浸入 0.5cm 深 的 适宜 展开 剂 中 ， 展 开 剂 移动 至 离 起 点 约 
10cm 处 ( 约 半 小 时 或 较 长 时 间 ) 时 , 将 薄板 取出 放 平 , 用 铅笔 或 小 针 记 下 溶剂 前 缘 的 位 置 后 ， 
































































































































































































































履 | 小 
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| 分 析 化 学 












































手册 6 液 相 色谱 分 析 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































在 室温 或 烘箱 内 干燥 ， 测 其 应 值 。 展 开 剂 移动 的 距离 和 Ri 值 有 一 定 的 关系 。 因 此 ， 每 次 的 
展开 距离 要 固定 ， 以 便 Re 值 的 重复 。 
4. 显 色 
显 色 是 鉴定 物质 的 重要 环节 。 有 的 物质 可 在 紫外 灯 下 显 出 区 光斑 点 ， 如 核 苷 酸 和 某 些 生 
物 碱 等 ; 有 的 物质 在 展开 后 即 可 显 出 带 颜 色 的 斑点 ， 如 染料 意 酮 类 、 黄 体 酮 等 ， 有 的 物质 则 
需 用 显 色 剂 后 才 可 显 出 带 颜 色 的 斑点 。 一 般 应 用 于 纸 色 谱 的 显 色 剂 均 可 用 于 薄 层 色谱 。 由 于 
斑点 在 薄 层 色谱 板 上 比 纸 色 谱 上 集中 ， 所 以 显 色 剂 的 灵敏 度 相 应 提高 。 一 些 重 要 类 型 化 合 物 
的 常用 显 色 剂 参看 表 10-4。 无 机 吸附 剂 的 薄板 可 用 腐蚀 性 的 显 色 剂 如 硫酸 等 。 另 外 还 可 在 薄 
板 中 加 荧光 试剂 或 色谱 分 离 后 用 痰 光 试 剂 喷雾 ， 这 样 在 紫外 线 照射 下 ， 注 板 本 身 显 尝 光 ， 吸 
收 紫 外 线 的 物质 在 谈 光 背景 下 呈 瞳 色 , 一 般 可 在 吸附 剂 中 加 入 1.5% 硅 酸 锌 和 硫化 锅 粉 或 在 注 
板 上 喷 0.04% 荧 光 钠 水 溶液 、0.5% 人 硫酸 奎 宁 酸 溶液 和 1% 磺 基 水 杨 酸 的 丙酮 溶液 。 
一 般 常用 的 显 色 试剂 
序号 试剂 名 称 配制 方法 及 使 用 方法 适用 检 出 范围 
1 碘 化 刍 钾 试 剂 425mg 次 硝酸 锐 深 于 20ml 水 ， 加 5ml 冰 酷 酸 ， 再 加 40% 生物 碱 及 其 他 含 氮 物 质 
碘化钾 10ml， 可 长 期 保存 ， 用 前 须 除 尽 薄 层 上 的 碱 性 溶剂 
2 碟 - 碘 化 钾 1g 碘 和 10g 碘化钾 深 于 50ml 水 加 热 使 溶解 ， 加 入 2ml 乙 生物 碱 
酸 ， 然 后 稀释 至 100ml (用 法 同上 ) 
3 硫酸 乌 - 硫 酸 0.1g 硫酸 饰 混 悬 于 4ml 水 中 , 加 入 lg 三 氯 乙 酸 煮沸 ， 然 后 生物 碱 ， 如 喜 树 碱 、 马 
加 入 浓 硫 酸 直 至 浑浊 消失 钱 子 碱 、 毒 扁豆 碱 、 秋 水 
仙 碱 等 
4 三 氯 化 铁 -高 氧 酸 lml 0.5mol/L 三 氧化 铁 加 入 50ml 35% 高 氧 酸 引 吹 类 生物 碱 
5 节 三 酮 0.5% 丙 柄 溶液 朗 类 ， 如 麻黄 碱 、 氨 基 
酸 
6 三 氧化 铁 、 等 体积 的 0.6% 铁 氰 化 钾 与 0.9% 三 氢化 铁水 溶液 ， 临 用 前 还 原 性 物质 、 酚 羟基 、 
铁 氰 化 钾 混 匀 。 显 色 后 将 薄板 放 入 0.1% 盐 酸 水 溶液 ， 洗 去 多 余 试剂 ， | 县 质 、 和 芳香 腕 、 叫 唆 、 败 
用 净 水 冲洗 后 ， 烘 干 可 喷 以 其 他 显 色 剂 激素 、 含 羟基 人 省 醇 等 
7 乙酸 栈 - 硫 酸 5ml 乙酸 栈 在 冰 浴 上 与 5ml 浓 硫 酸 逐 滴 混 匀 ， 将 此 混合 液 胆 当 醇 及 其 酯 及 某 些 
(在 冷却 条 件 下 ) 加 入 50ml 无 水 乙醇 ，100C 加 热 10min 省 体 三 在 
8 三 氧化 铝 乙醇 液 1% 三 氧化 铝 深 于 95% 乙 醇 ， 在 紫外 线 下 显 黄色 荧光 黄酮 并 
9 省 甲 酚 绿 0.04g 溶 于 100ml 乙醇 ,以 0.1mol/L NaOH 调节 至 蓝 色 刚 消 羧基 酸 
失 ，pH<3.6 显 黄色 
10 3,5- 二 硝 基 苯 甲酸 1g 3,5- 二 硝 基 葵 甲酸 深 于 50ml 甲醇 ，50ml 2mol/L KOH 强 心 背 
(Kedde 试剂 ) 
11 2,4- 二 硝 基 茶 脐 0.2% 2molL 盐酸 水 溶液 或 配 成 0.1% 2molL 盐酸 -乙醇 溶 醛 酮 、 酮 省 体 〈3- 酮 或 
液 4- 烯 -3- 酮 ) 
12 碱 性 乙酸 铅 25% 碱 性 乙酸 铅 水 溶液 在 紫外 线 下 观察 荧光 黄酮 彰 
13 碱 性 高 锰 酸 钾 1% 高 锰 酸 钾 -5% 碳 酸 钾 等 体积 混合 一 般 检 出 试剂 
14 硝酸 银 氨 溶液 2.6g AgNO; 溶 于 50ml 水 ， 加 入 氨水 直至 所 形成 的 棕色 沉 还 原 性 物质 , 醛 还 原 糖 
淀 刚 消失 为 止 
用 特制 的 喷雾 器 〈 见 图 10-12)〈 最 好 用 玻璃 的 ) 装 上 显 色 液 后 ， 加 压 使 其 通过 喷嘴 喷 出 
细 雾 ( 切 勿 喷 出 点 或 线 状 的 液体 )， 使 薄板 面 均匀 湿润 。 斑点 未 显 出 ， 可 加 热 烘 干 ， 再 喷 一 次 
使 其 显 出 。 根 据 被 测 物质 所 用 试剂 和 方法 的 不 同 ， 给 予 不 同 的 处 理 。 另 外 ， 喷 雾 时 干 万 勿 太 
靠近 板 面 ， 特 别 是 无 黏合 剂 的 硅胶 板 。 














溶质 (样品) 在 流动 相 与 
































如 薄 








| Rir 值 表示 。Rr 值 在 薄板 中 的 习 























加 





























板材 料 的 纯度 、 颗 粒 大 小 和 均一 


定 相 中 运动 的 状 ? 





， 也 就 是 物 
E 复 性 为 £0.03, 要 获得 好 的 重复 性 ， 























性 、 注 板 的 厚度 、 展 开 





质 移动 和 流动 相 移动 的 关系 
必须 严格 控制 条 件 








剂 的 纯度 及 固定 的 配 比 、 











展开 


和 饶 中 的 饱和 度 和 展开 的 距 F 
对 Re 值 。 





熙 避 
TI 





区 于 网 喷雾 器 的 


起 始点 和 溶剂 前 沿 的 距离 算出 Ri 值 ， 
对 照 ， 就 能 初步 确定 未 知 样品 的 成 分 和 纯度 。 而 对 复杂 样品 的 鉴定 常常 
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5 等。 有 时 可 用 茶 一 已 知 物 作 参 照 ， 求 出 相 
































对 薄 层 色谱 图 的 分 析 和 纸 色 谱 图 类 似 。 对 简单 样品 的 鉴定 ， 可 根据 
月 Re 值 和 斑点 的 位 置 与 标准 样品 
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要 数 种 显 色 剂 或 方法 才能 完成 全 过 程 。 
三 、 薄 层 色谱 定量 分 析 
除 前 面谈 到 的 影响 薄 层 色谱 的 诸 因素 可 影响 到 定量 分 析 外 ， 点 样 
精确 度 、 展 开 后 面积 的 规则 程度 和 测定 方法 的 精确 度 等 因素 也 会 对 薄 























由 
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近年 来 ， 随 着 对 薄 层 色 











色谱 定量 分 析 产生 影响 ， 致 使 定量 分 析 工 作 处 于 “ 半 定 量 ” 的 阶段 。 
谱 影响 因素 的 认识 ， 促 使 仪器 设备 的 改进 〈 如 : 连续 薄 层 色谱 装置 ， 












































它 可 使 样品 达到 水 平方 向 的 浓缩 ， 以 减少 吸附 剂 的 用 量 ; 新 型 仪器 ， 如 气相 色谱 和 扫描 仪 的 























出 )， 这 对 Rt 值 的 重复 性 和 定量 分 析 的 精确 性 都 是 有 帮助 的 。 




















1. 洗 脱 后 测定 法 
将 一 个 分 开 的 斑点 
一 起 刊 下 ， 置 入 离心 管 














如 果 是 不 加 条 合剂 的 薄 


可 用 分 光 光 度 法 、 重 量 

















薄 层 色谱 定量 分 析 方法 基本 上 分 为 洗 脱 后 测定 和 板 上 测定 《〈 即 洗 脱 前 测定 ) 两 类 。 














显 色 ， 而 将 与 它 位 置 相 当 的 另 一 个 未 显 色 的 斑点 从 薄板 上 连同 吸附 剂 
中 ， 用 溶剂 把 样品 从 吸附 剂 上 抽 提 出 来 ， 离 心 除去 吸附 剂 后 的 溶液 ， 
法 、 滴 定 法 、 极 谱 法 、 气 相 色 谱 法 和 同位 素 稀 释 法 等 进行 定量 测定 。 
板 ， 可 采用 图 10-13 给 出 的 转移 被 分 离 物质 区 带 的 方法 ， 将 样品 和 吸 



































Se 


















































附 剂 从 薄板 上 取 下 来 。 








图 中 的 《〈a) 是 将 样品 刮 到 装 有 洗 脱 剂 的 试管 中 ，(Cb) 和 〈c) 是 将 样 




















品 吸 集 入 索 氏 套 管 或 带 








的 溶液 ， 在 薄板 上 点 样 


行 定 量 测定 。 这 样 取得 














有 棉 塞 的 管 中 ， 用 适当 的 溶剂 洗 脱 、 过 滤 ， 滤 液 收 集 在 容器 6 中 ， 进 
的 面积 不 易 一 致 ， 为 了 取得 面积 一 致 性 ， 可 将 已 知 物质 配 成 不 同 浓度 
， 按 常规 方法 展开 ， 显 色 干 燥 后， 将 特制 的 方 格 架 压 在 薄板 上 ， 含 有 



















































































样品 的 薄板 被 切割 成 等 
适宜 的 溶剂 抽 提 ， 得 到 
抽 提 后 的 物质 可 根 
光 的 化 合 物 进行 注 层 色 
































面积 的 块 状 ， 接 着 分 别 取 出 含有 样品 物质 的 块 状 物 和 空白 块 状 物 ， 用 
的 溶液 用 比 色 计 测定 其 含量 。 
据 其 特性 在 紫外 线 下 观察 或 进行 显 色 反应 后 在 可 见 光 下 测定 。 对 有 欧 













































































化 合 物 中 的 荧光 强度 # 





谱 分 离 后 ， 从 薄板 中 取出 抽 提 ,接着 在 荧光 光度 计 上 测定 含量 。 注 意 : 
I 

















硅胶 颗粒 度 等 ) 的 存在 
2. 板 上 测定 法 
板 上 测定 法 也 可 分 

放射 性 同位 素 扫 描 法 和 


























非 与 化 合 物 的 浓度 呈 简 单 的 线性 关系 , 因为 少量 的 苹 浮 物质 (如 灰 侍 
会 使 结果 产生 误差 。 
































为 直接 测定 和 间接 测定 两 种 。 前 者 有 透射 光 密 度 法 、 反 射 法 、 奖 光 法 、 
求 积 法 等 。 后 者 为 照相 后 再 测 光 密度 或 用 放射 自 显影 法 测 放射 性 斑点 。 



































采用 测定 斑点 面积 











定量 的 方法 借鉴 纸 色谱 法 。 汤 费 希 尔 等 "最 早 发 现 物质 质量 的 对 数 与 












































更 普遍 的 关系 ， 此 后 珀 

















其 斑点 面积 成 正比 例 关 系 ， 接 着 费 洛 尔 (Fouler) 提出 物质 质量 的 对 数 和 斑点 面积 的 对 数 有 
































迪 〈Purdy) 和 特 拉 特 (Truter) 通过 十 个 化 合 物 在 注 板 上 的 实验 结果 ， 

















最 终 证 实 斑点 面积 的 平方 根 ( VA ) 与 化 合 物质 量 的 对 数 (lgW) 之 间 的 线性 关系 最 好 ;而 





斑点 面积 的 对 数值 和 f 
数 之 间 的 线性 关系 最 差 











合 物质 量 的 对 数值 之 间 的 线性 关系 次 之 ; 斑点 面积 和 化 合 物质 量 的 对 


o 














lgW 与 VA 之 间 的 经 验 公式 为 : 


VA =mlgW+C (10-26) 
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面积 测 















































量 法 可 用 面积 仪 计算 ， 也 可 用 自制 的 微 方 格 板 计算 。 





微 方 格 板 的 制作 和 小 方 格 的 计数 ， 用 绘图 纸 画 成 线条 清晰 、 粗 细 均 匀 的 小 方 格 (0.25cm Xx 
0.25cm)， 每 5X5 小 方 格 画 一 粗 线 大 格 ， 大 格 间 的 中 心 处 画 一 个 黑 点 标记 ， 共 记 35 个 大 格 ， 











然后 再 拍摄 





底片 ， 再 经 复制 成 透明 格子 的 照片 ， 图 10-14 为 其 局 部 示意 
， 薄 板 背 面 用 一 光源 照射 ， 即 可 在 放大 镜 1 


板 的 
格 直 : 


评点 上 















































成 照相 底片 ， 每 拍 一 张 后 ， 把 照相 机 的 距离 升 高 一 次 ， 这 样 和 





















































接 放 在 





(a) 












































解剖 镜 的 接 目镜 中 ， 薄 板 斑 点 放 在 接 目镜 下 ， 数 出 方 格 数 。 














转移 被 分 离 物 质 区 带 的 方法 





















































刊 镜 刊 下 ; (b)〉 用 真空 泵 直接 吸 集 ; (c) 用 真空 泵 间接 吸 集 











由 成 各 种 尺寸 的 方 格 
图 。 将 此 测 微 方 格 板 蕉 空 放 在 薄 
下 数 出 斑点 所 占 的 小 方 格 数 或 把 测 微 方 


测 微 方 格 板 











1 一 薄板 ，2 一 装 有 浴 剂 的 试管 ， 3 一 漏斗 ，4 一 刊 铲 ，5 一 真空 泵 接 路 ;6 一 收集 容器 ; 
7 一 索 氏 套 管 ，8 一 棉 塞 或 熔 结 玻 板 ，9 一 弯曲 玻璃 管 


四 、 应 用 
这 里 仅 就 薄 层 色谱 应 用 于 氨基 酸 、 肽 等 化 合 物 的 分 离 、 


众所周知 ， 氨 基 酸 是 杀 水 怕 

















离 的 氨基 酸 





的 硅胶 薄 
向 和 双向 i 





作为 展开 剂 分 离 了 14 种 氨基 酸 。Brenner 等 先后 又 以 多 种 
分 离 了 36 种 氨基 酸 和 27 种 氨基 酸 的 二 硝 基 葵 基 衍生 物 。 从 结果 看 出 ， 


得 到 的 Re 值 不 同 , 即使 是 氨基 酸 的 异 构 体 也 能 得 到 很 好 的 分 离 。 如 w- 丙 氨 酸 与 8- 两 氨 酸 经 过 
薄 层 色谱 分 离 后 ， 其 R 值 分 别 为 0.47 和 0.33。Ehrhardt 等 用 四 种 展 ] 
的 葵 氧 灶 基 衍生 物 在 硅胶 G 注 板 上 进行 了 分 离 。 这 充分 表 





















































化 合 物 ， 需 要 选择 弱 的 吸附 剂 和 极 性 较 强 
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鉴定 作 一 概述 。 
化 合 物 ， 极 性 较 强 ， 根 据 溶剂 、 吸 附 剂 选择 规律 ， 对 于 欲 分 
展开 剂 。Mutschler 首先 用 缓冲 液 处 理 
板 〈25g 硅胶 和 50ml 0.2 mol/L KH2PO4 与 0.2 mol/L NazHPO4 的 混合 铺 板 )， 采 用 六 
色谱 法 ,以 70% 乙醇 -98%% 乙醇 -25% 氨 水 (5 : 4 : 1) 和 96% 乙 醇 -25% 氮 水 -水 (7 :1 :2 














展开 剂 室温 下 在 干燥 的 硅胶 薄板 -| 
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基 酸 、 有 上 肽 及 其 入 生物 。 


氮 基 酸 
酸 和 赖 氮 酸 





行 两 


























回电 泳 




















电泳 民 


















































第 四 下 ” 纸 电 泳 法 









































谱 干 燥 后 容易 作为 文献 资料 保存 。 男 一 方 




















不 同 的 展开 剂 展 开 

















开 剂 对 31 种 氨基 酸 和 肽 
明 不 活化 的 硅胶 薄板 可 用 于 分 离 氨 



































让 
) 





》 





样品 色谱 分 离 时 ， 最 好 是 用 10% 正 丙 醇 水 溶液 配 成 1mg/ml 的 溶液 。 难 溶 的 酷 氨 
等 可 用 0.1mol/L HCIl 配制 ， 但 点 样 后 ， 把 薄板 放 在 室温 下 15$ 一 20min， 以 但 
过 剩 的 HCI 后 再 进行 展开 。 


E 除 去 








纸 电 泳 法 的 优点 包括 机 械 强度 大 、 能 持 留 大量 样 品 和 电解 质 、 易 于 剪裁 成 各 种 形状 、 进 
和 样品 洗 脱 简单 等 ， 以 及 在 检测 试剂 中 浸渍 或 用 喷雾 法 即 可 进行 检测 。 纸 作 载体 





掉 ， 纸 作为 载体 又 有 

















些 缺 点 ， 如 纸 引 


KK 
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的 不 均匀 性 和 多 孔 性 使 电泳 路 径 必须 加 长 ， 在 制备 性 分 离 中 吸附 效应 增加 了 样品 损失 ， 或 者 
在 拖 尾 严重 的 情况 下 (如 分 离 糖 蛋 白 、 脂 蛋白 时 ) 分 离 根本 不 能 进行 。 一 般 采 用 缩短 分 离 时 
间 、 降 低温 度 ， 同 时 增加 电势 梯度 的 方法 可 控制 因 扩散 作用 所 引起 的 区 带 扩 展 。 对 高 分 子 量 
的 物质 采用 较 低 电势 梯度 的 电泳 仪 就 能 满足 需要 ， 而 对 低 分 子 量 的 样品 ， 电 势 梯度 则 要 求 高 
到 200V/cm。 

一 、 原 理 与 基本 理论 
纸 电泳 法 以 电解 质 溶液 浸 湿 的 纸 为 支持 物 ， 在 一 定 电压 下 ， 带 电 颗 粒 或 离子 在 纸 上 受 
场 影响 而 做 定向 移动 ， 其 移动 的 速度 与 荷 电 物质 的 性 质 有 关 ， 通 电 一 段 时 间 后 ， 将 混合 物 中 
的 不 同 成 分 得 以 分 离 。 按 纸 色谱 法 的 操作 ， 将 纸 上 各 组 分 用 适当 的 试剂 显 色 ， 即 可 进行 定性 
和 定量 测定 。 
1. 焦耳 热效应 及 消除 
纸 电泳 法 因为 有 电流 通过 滤纸 ， 能 够 产生 热量 ， 所 以 要 在 密闭 系统 中 进行 以 防止 水 分 蒸 
发 ,避免 引起 缓冲 液 离子 强度 的 改变 , 进而 影响 到 电泳 结果 ， 甚至 由 于 滤纸 变 干 而 不 能 导电 ， 
而 且 电泳 时 必须 电压 稳定 才能 得 到 重 现 结果 。 
纸 电 泳 法 所 用 的 电解 质 多 为 缓冲 液 , 其 pH 值 对 分 离 有 影响 , 因为 物质 在 一 定 pH 缓冲 溶 
液 中 的 迁移 率 随 其 质点 所 带电 荷 多 少 而 改变 ， 特 别 是 蛋白 质 、 氨 基 酸 之 类 的 化 合 物 ， 缓 冲 液 
的 pH 值 对 分 离 的 影响 很 大 。 缓 冲 液 离子 强度 的 增加 会 使 迁移 率 变 慢 ， 因 此 最 好 选用 缓冲 容 
量 大 而 离子 强度 低 的 溶液 。 在 分 离 生 物 碱 时 也 常用 有 机 酸 溶 液 ， 如 稀 乙 酸 等 作为 导电 液 。 吸 
附 现象 是 纸 电泳 法 中 的 一 个 严重 问题 ， 它 常 使 分 离 物质 产生 拖 尾 现 象 ， 因 此 使 用 滤纸 时 要 选 
纤维 组 织 均匀 、 质 量 较 高 的 滤纸 ， 有 时 将 纸 条 预先 经 稀 酸 处 理 或 用 相应 的 络 合剂 洗涤 ， 以 减 
少 或 除去 其 吸附 性 能 。 

在 较 高 电势 梯度 下 ， 为 了 消除 焦耳 热 ， 可 采用 固定 的 热 交 换 器 。 带 有 液体 热 交 换 器 的 仪 
器 中 装 有 适宜 的 惰性 液体 包括 甲 茶 ， 较 高 沸点 的 石油 馏分 如 氟 代 烃 等 。 用 缓冲 液 浸渍 过 的 纸 
沉浸 在 液体 内 ， 并 用 漫 入 式 冷却 器 冷却 。 这 种 装置 结构 简单 ， 尽 管 散 热效率 低 ， 但 能 获得 很 
整齐 的 区 带 运 动 。 

目前 在 实验 室 中 大 多 使 用 无 冷却 设备 的 简单 下 行 纸 电泳 ， 主 要 用 于 分 离 蛋 白质 的 酶 水 解 
物 。 既 能 用 于 分 析 , 也 可 用 于 制备 。 用 电导 率 相当 于 1/150mol/L、pH=7.0 的 索 连 森 (Sorensen ) 
磷酸 盐 缓冲 液 (3.63g KHPO4 和 14.32g NazHPO4 .12H2O 溶 于 10L 水 中 ) 可 取得 最 佳 的 分 离 。 
要 使 缓冲 液 薰 发 时 ， 不 需 增 加 纸 上 的 离子 浓度 ， 使 用 挥发 性 缓冲 液 最 为 方便 。 例 如 ， 分 离 肽 
类 时 ， 通 常 使 用 pH=5.6 的 吡啶 -乙酸 缓冲 液 〈4ml 吡啶 和 2ml 乙酸 加 水 至 1L)， 不 带电 荷 的 
性 物质 留 在 纸 中 央 ， 即 在 原始 位 置 形成 一 个 很 窗 的 混合 区 带 ， 碱 性 肽 类 的 区 带 分 布 在 纸 的 
上 部 ， 酸 性 肽 类 则 在 纸 的 下 部 。 

除了 由 向 上 的 电 渗 作 用 补偿 缓冲 液 癌 下 运动 之 外 ， 营 发 作用 使 缓冲 液 从 两 个 电极 模 流 向 
纸 中 的 方向 。 这 种 逆 着 区 带 运动 的 电解 质 流动 有 助 于 区 带 的 集中 。 

2. 一 些 基本 参数 

迁移 率 被 定义 为 单位 电场 强度 的 质点 移动 速度 ， 以 表示 。 球 形 质点 在 自由 溶液 中 的 迁 
移 率 可 表示 为 : 
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X 沙 
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U = 一 = 一 (10-27) 


式 中 , V 为 质点 迁移 速度 ; E 为 电场 强度 ; 4 为 电泳 距离 ，cm; 1 为 时 间 ，s 或 h; Y 为 加 











改 | 小 


| 276 | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 























Ba 


于 两 极 的 电压 ，V; 1 为 两 电极 间 的 距离 ，cm。 
式 (10-27) 也 可 改写 为 : 








此 迁移 率 的 单位 为 ecm/(V*…h) 或 cm/(V …s)。 














ds 
人 (10-28) 
I1t 


式 中 ,7 为 电流 强度 ; x 为 缓冲 液 的 电导 率 ; 5 为 横 切 面积 。 
















































































应 用 于 液体 多 孔 介质 例如 纸 上 电泳 ， 则 应 修改 为 ; 
sa 全 (10-29) 
Vit It 

















式 中 ，4q' 为 真正 的 电泳 距离 ; 7' 为 滤纸 中 沟 道 的 长 度 5 为 滤纸 的 横 切 面积 
与 在 纸 色 谱 法 中 用 RG 或 Rg 表示 糖 类 的 移动 的 意义 一 样 (RG 或 Rg 值 为 相对 于 2,3,4,6- 





































































































四 甲 基 葡 萄 糖 为 Re=1.00 或 相对 于 葡萄 糖 为 Re=1.00 时 的 RF 值 )， 在 纸 电泳 中 ， 常 用 MG 值 
来 表达 糖 类 及 其 衍生 物 的 移动 ，MG 值 被 定义 为 : 
MG = 物质 的 真实 移动 距离 人 


D- 葡 萄 糖 的 真实 移动 距离 

所 谓 真实 移动 距离 无 非 是 校正 了 电 渗 流 的 物质 的 移动 。 例 如 ， 在 硼酸 盐 缓冲 液 中 求 糖 类 
及 其 衍生 物 电泳 的 真实 移动 值 ， 常 采用 仲裁 惰性 指示 剂 2,3,4,6- 四 甲 基 -D- 和 葡萄 糖 ， 因 和 它 不 跟 
硼酸 根 离子 形成 配合 物 或 不 会 与 硼酸 盐 缓 冲 液 一 起 移动 。MG 值 反 映 了 这 些 物质 之 间 的 可 分 
离 性 。 

二 、 实 验 材料 、 设 备 与 基本 操作 

纸 电泳 的 仪器 装置 包括 电泳 槽 及 电源 两 大 部 分 。 电 沪 模 是 进行 电泳 的 装置 ， 其 中 包括 铂 
电极 (直径 0.5 一 0.8cm)、 组 冲 液 槽 、 电 泳 介 质 的 文 架 和 一 个 透明 的 踢 ， 稼 见 的 电泳 槽 有 水 平 
式 和 悬 架 式 等 。 电 源 是 具有 稳 压 器 的 直流 电源 ， 能 控制 电压 和 电流 的 输出 。 电 泳 槽 内 的 铂 电 
极 经 隔离 导线 穿 过 槽 壁 与 外 接 电泳 仪 电源 相连 。 纸 电泳 可 分 为 低压 电泳 和 高 压 电 泳 两 类 ， 低 
压 电 泳 的 电压 一 般 在 100~ 一 500V， 电 流 为 0 一 1530mA， 高 压 电泳 的 电压 一 般 在 500 一 10000V， 
电流 为 50 一 400mA 。 

1. 电泳 缓冲 液 

构 橡 酸 直 缓冲 液 (pH=3.0): 取 柏 梅 酸 (CeHsO;*H2O) 39.04g 与 构 橡 酸 钠 (C6HsNa307 。2H2O ) 
4.12g， 加 水 4000ml， 使 溶解 。 

2. 滤纸 

取 色 谱 滤 纸 置 于 1molL 甲酸 溶液 中 温 泡 过 夜 ， 用 水 漂洗 至 洗 液 的 pH 值 不 低 于 4 后 ， 置 
于 60C 人 烘箱 中 烘 干 ， 备 用 。 

可 按 需 要 裁 成 长 27cm、 宽 18cm 的 滤纸 ， 或 根据 电泳 室 的 大 小 裁剪 。 在 距 长 度 方向 一 端 
5 一 8cm 处 划一 起 始 线 ， 并 在 起 始 线 上 每 隔 2.$ 一 3cm 处 做 一 记号 备 点 样 用 。 

3. 点 样 
有 温 点 法 和 干 点 法 两 种 。 
湿 点 法 将 裁 好 的 滤纸 全 部 浸入 枸 梅 酸 盐 缓冲 液 (PH=3.0) 中 ， 湿 润 后 取出 ， 用 滤纸 吸 干 
多 余 的 缓冲 液 ， 置 电泳 槽 架 上 ， 使 起 始 线 靠 近 阴 极端 ， 将 滤纸 两 端 浸 入 缓冲 液 中 ， 然 后 用 微 
量 注 射 器 精密 点 加 供 试 品 溶液 ， 每 点 10 由 ， 共 3 点 ， 并 留 2 个 空白 位 置 。 

干 点 法 将 供 试 品 溶 液 点 于 滤纸 上 ， 吹 干 、 再 点 ， 反 复数 次 ， 直 至 点 完 规定 量 的 供 试 品 溶 
液 ， 然 后 用 喷雾 器 将 滤纸 喷 湿 ， 点 样 处 最 后 喷 湿 ， 本 法 适用 于 稀 的 供 试 品 溶液 。 
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4. 电泳 


























于 电泳 槽 中 加 入 适量 电泳 缓冲 液 至 浸没 铂 电 极 ， 接 通电 泳 仪 稳 压 上 B 
为 18 一 20V/cm， 电 泳 约 100min， 取 出 后 立即 吹 干 ， 置 于 紫外 光 灯 (254nm) 下 显 色 ， 用 铅 



































笔划 出 紫色 斑点 的 位 置 。 
5. 含量 测定 
















































































电源 挡 ， 调 整 


压 梯度 






































前 下 供 试 品 斑点 和 与 斑点 位 置 面积 相近 的 空白 滤纸 ， 剪 成 细 条 ， 置 于 不 同 的 试管 中 ， 分 












































别 加 入 0.01mol/L 盐酸 溶液 Sml， 摇 义 ， 放 置 1h 后 ， 用 3 号 玻璃 漏斗 滤 过 ， 也 可 用 自然 沉降 
或 离心 法 倾 取 上 清 液 ， 按 各 样品 最 佳 条 件 测 定 吸 光度 ， 并 按 吸 收 系数 计算 















































三 、 应 用 














含量 












































纸 电泳 设备 简单 ， 应 用 广泛 ， 是 最 早 使 用 的 一 种 电泳 技术 。 最 初 用 于 

















也 用 于 氨基 酸 、 核 音 酸 及 一 些 低 分 子 量 样品 的 分 析 。 红 电泳 的 优点 如 











E 于 可 





合 的 直接 电泳 图 ， 或 剪 下 滤纸 的 任何 部 分 来 抽 提 其 中 的 物质 。 由 于 纸 电泳 
























































分 辩 率 较 差 等 缺陷 ， 近 年 来 逐渐 为 其 他 快速 、 简 便 、 分 辩 率 高 的 电泳 技术 所 











蛋白 质 分 析 ， 后 来 
获取 滤纸 与 色素 结 























有 分 离 时 间 长 、 














取代 。 


对 无 机 离子 进行 纸 电 泳 时 ， 选 用 滤纸 包括 Eaton-Dikeman Co. 级 301、Filpac No.046、 











Eaton-Dikeman Co. 级 320 或 Whatman 纸 : 电解 质 溶液 或 缓冲 液 为 柠 样 酸 二 饮 、 铝 酸 饼 、 毛 
水 、K4[Fe(CN)6]、 盐 酸 或 杆 檬 酸 等 。 考 虑 到 柠檬 酸 的 影响 ， 在 柠檬 酸 介 质 中 纸 电泳 谱 上 各 种 
元 素 离子 定位 用 显 色 剂 被 列 于 表 10-5 中 ， 浓 度 均 为 0.1%。 在 浸 有 不 挥发 电解 质 的 纸 上 ， 用 













































































柠檬 酸 介 质 中 纸 电泳 谱 上 各 种 元 素 离子 定位 用 的 显 色 剂 


有 机 试剂 定性 碱 金 属 非常 困难 ， 因 此 ， 碱 金属 行为 的 奶 踪 可 采用 放射 性 同位 素 方 法 。 


















































离 显 色 剂 区 带 的 颜色 
CS 按 Cs 的 活性 

Cu 和 醒 萌 素 〈1,2,5,8- 四 羟 草 醒 ) 上 暗 蓝 

Ag', Vt 8- 关 基 哗 啉 深 灰 ， 暗 黑 
Be’!, Mg”'’, Hg’”! 8- 羟 基 哗 啉 黄 
Zn’*, Cd 8- 羟 基 哗 啉 蓝 
Au’! 身 的 颜色 黄 
Ir™+ 身 的 颜色 袜 
Ca 偶 氮 肿 AE， 按 “Ca 的 活性 蓝 
Ba2+ 2-(2- 羚 基 - 共 个 氮 )7-(4- 磺 基 葵 偶 氨 ) 暗 绿 

1,8- 蔡 二 酚 -3,6- 二 磺 酸 
Sr 同上 试剂 ， 按 ”Sr 的 活性 暗 绿 
Ga’!, In’!, ScY, B07 , AL 
Pb’*, Zr*, Hf*, Ge*, Sn’, 桑 色素 黄 
Sb ，MooO1 ， WO? 

Ti 人 桑 色 素 福 
TH 红 氨 酸 〈 二 硫 乙 二 酰胺 ) 黄 
Bi+， 稀 土 ，Y2+ 侦 氨 肿 I 开 〈 铀 试剂 HI) 蓝 
UO2*, Th 偶 氮 肿 II[ 蓝 绿 
Si 钼 酸 锐 ， 然 后 联 葵 胺 黄 绿 
PO3 钼 酸 乌 ， 然 后 联 莱 胺 黄 

Nb 邻 荣 二 酚 紫 暗淡 紫色 
Ta5+，As3+ 邻 茶 二 酚 紫 蓝 











改 | 小 
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手册 6 | 液 相 色 谱 分 析 


第 五 他 注 
































层 电 泳 


















































































































































































































































































































































































































































































































































ne edt dh tno 
行 电泳 操作 ， 原 理 与 纸 电 泳 法 相似 ， 其 优点 是 通过 吸附 剂 的 选择 能 避免 纸 电 泳 法 中 的 一 些 干 
扰 效 应 。 

为 了 获得 下 松 薄 层 ， 通 常 采 用 细 颗 粒 硅胶 。 微 颗粒 纤维 素 薄 层 可 用 于 生化 分 离 ， 为 了 保 
持 薄 层 的 湿度 ， 并 使 薄 层 与 支持 体 粘 合 良好 ， 通 常 在 其 中 添加 一 定量 的 超 细 葡 聚 糖 凝 胶 。 目 
让 
板 (200mmX200mm 或 200mmX100mm) 相同 。TLE 仪 通常 允许 的 电势 降 高 达 60Vcm， 功 
率 0.10 一 0.15W/cm ， 分 离 时 间 随 样品 和 缓冲 液 不 同 而 异 ， 一 般 为 20 一 120min。 

薄 层 干燥 后 在 第 二 向 即 在 垂直 方向 上 进行 TLC, 或 者 第 二 次 电泳 , 这 样 可 得 到 一 张 谱 图 ， 
如 果 在 垂直 方向 进行 电泳 采用 同样 的 条 件 ( 对 角 线 电泳 ), 则 在 再 次 电泳 之 间 可 进行 化 学 反应 。 
电泳 后 迁移 率 有 改变 的 组 分 与 不 改变 的 组 分 形成 的 对 角 线 有 偏差 。 注 层 电 泳 法 用 于 分 离 各 类 
物质 的 条 件 列 于 表 10-6 中 。 

薄 层 电泳 法 分 离 各 类 物质 的 条 件 
物质 类 缓冲 液 组 成 PH 值 薄 层 
2mol/L 乙酸 -0.6molL 甲酸 (1 : 1) 2.0 460V Ee 

he any i : 伍 胶 ， 硅 党 土 

胺 类 ; 氨基酸 类 吡啶 -乙酸 -水 (1 : 10 : 90) 3.6 氧化 铝 G 

柠檬 酸 钠 缓冲 液 (0.1 mol/L) 3.8 440V 我 化 名 
氨基 酸 类 ; DNP- 和 氨基 酸 类 ， 0.02molL 磷酸 盐 缓 冲 液 〈 含 有 ns 
肘 类， 血清 肝 类 0.2mol/L NaCl) 人 笠 聚 糖 凝 胶 

氨基 酸 类 ; 色 氨 酸 ; 血红 素 肝 本 > . 硅胶 匡 
和 孵 白 肝 的 降解 产物 吡啶 -乙酸 -水 (20 : 9.5 : 970) 5.2 60V/cm 纤维 素 MN300 

氨基 酸 类 ; 胺 类 ; 肽 类 ; 血清 . a 
县 类 ; 蛋白 质 水 解 产物 ; 生物 磷 tr 8.6 20V/em 淀粉 纤维 素 
酸 酯 化 合 物 和 

酯 酶 类 0.025mol/L 硼酸 盐 缓 冲 液 8.55 15V/cm 淀粉 凝 胶 

< ， 到 酸 Tris 缓冲 液 : 9.3g Tris+1.2g 

清和 蛋白 类 ; 乳酸 脱氧 酶 - 同 和 ei 
功 异 构 醴 类 ND TD el 深 于 1 水 9.0 300V 丙烯 酰胺 凝 胶 

0.1mol/L Tris, 0.0067molL 柠檬 

清 及 类 ; 血红 素 上 及 酸 ，0.04mol/L 硼酸 ，0.016molL 8.65 4~5V/cm 淀粉 凝 胶 

氧 氧 化 钠 
风 氧 核糖 核酸 单元 ( 碱 类 ， 核 ye a 
并 酸 类 ， 核 芭 ) 酸 铵 缓冲 液 (0.05mol/L) 3.4 纤维 素 MN300 
80ml 乙醇 +30ml 水 +4g 硼酸 +2g A 
a ee 本 乙酸 钠 《〈 含 结晶 水 的 ) 硅胶 
酚 类 : 酚 羚 酸 类 ;， 蔡 酚 类 乙酸 调节 pH 值 2 20V/cm 硅 藻 圭 
氧 氧 化 钠 调节 pH 值 . 
染料 类 氧 氧 化 钠 调节 pH 值 12.0 硅胶 G 
无 机 阳离子 及 阴离子 0.05Smol/L 乳酸 13~46V/cm a 
0.01molL 氧 氧化 钠 13 一 45V/cm 硅 藻 土 
哄 酸 盐 - 过 碘 酸 盐 0.05mol/L 碳酸 锭 400V 石膏 
焦油 染料 0.05mol/L 硼砂 9.18 200V 














泳 高 很 多 ， 但 天 然 淀 粉 通常 不 容易 制备 出 均一 的 、 
胶 电 泳 技术 被 发 展 。 聚 
NN'- 亚 甲 基 双 丙 烯 酰 
对 生物 高 分 子 化 合 物 能 : 
聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 


单 体 浓度 或 调节 音 





1955 年 ， 出 现 了 一 种 淀粉 凝 胶 电 泳 技术 ， 











第 六 市 


凝 胶 电泳 





第 十 章 平面 分 离 技术 





























大 


























琴 燃 
耽 在 从 


























效 地 进行 分 离 、 





酰胺 凝 胶 作 为 一 种 人 工 合成 
化 剂 的 作用 下 聚合 














凝 胶 





























的 凝 胶 


梁 





制 得 。 

















一 、 原 理 


hE 
站 7 

















4 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 
板 电泳 。 现 以 不 连续 的 一， 

















有 以 








体 和 区 联 剂 的 比例 者 








定性 和 定量 分 析 。 
下 优点: 机 械 强 度 好 ;有 弹性 、 透 明 、 化 学 稳定 性 好 ; 
湿度 变化 也 较 稳 定 ; 在 很 多 溶剂 中 不 溶 ， 非 离子 型 ， 没 有 吸附 和 电 渗 作用 ; 





















































有 分 子 得 作 
E 复 性 高 的 凝 胶 。 














Ll 








» 





聚 丙 炳 





酰胺 凝 胶 电泳 





] ， 所 以 分 辨 力 比 纸 上 电 
1959 年 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 

















圳 | 小 











丙烯 酰胺 单 体 和 交 联 剂 























得 孔径 大 小 范围 不 同 的 凝 胶 ;省 





剖 备 出 凝 胶 








EE 泳 按 凝 胶 形 状 可 分 为 圆 盘 状 管状) 

















聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 为 例 说 明 其 原理 。 

















j 途 广泛 ， 
对 pH 和 





























电泳 、 垂 直 平 板 和 水 平平 





可 通过 调节 控制 
尖 胺 的 重复 性 好 。 





I 





将 含有 样品 凝 腕 《其 中 含有 和 欲 加 分 离 的 样品 )、 浓 缩 凝 胶 、 分 离 凝 胶 的 玻 管 放 在 Tris- 甘 

















肛 酸 绥 ; 


! 液 





续 的 
有 很 





此 时 
一 般 











电场 ， 











党 并 在 














(pH=8.3) 的 电泳 槽 内 进行 电泳 。 这 种 电泳 系统 
形成 电位 梯度 的 不 连续 性 ， 从 而 使 样品 浓缩 成 一 个 极 罕 的 

















高 的 分 辨 力 是 浓缩 效应 、 电 和 荷 效应 和 分 子 得 效应 所 致 。 


1. 浓缩 效应 
在 术 








酸性 和 蛋 

















FE 品 凝 胺 和 浓缩 凝 胶 中 采 
，HC1I 几乎 全 部 释放 出 Cl ， 
质 在 此 pH 值 下 也 


























] Tris-HCI1 绥 冲 液 





(pH=6.7 ) > 


















































动 ， 并 按 有 效 迁移 率 大 小 次 序 排列 : 








7111C-Cci- > 11 重 白 质 C 蛋 上 




















质 > 71 甘 氨 酸 甘氨酸 


式 中 ，m 为 迁移 率 ，a 为 解 离 度 ，ma 为 有 效 迁 移 率 。 
根据 有 效 迁移 率 的 大 小 ， 走 得 最 快 的 称 为 先行 离子 (或 称快 离子 ， 此 处 为 CI )， 最 慢 的 称 














EZ HH 
区 市 ， 























电泳 槽 绥 ; 














氨 酸 在 此 条 件 下 只 有 极 少 部 分 的 分 子 解 离 





的 胶 孔 径 、pH、 绥 冲 液 均 是 不 连 


它 之 所 以 





! 液 pH 值 为 8.3， 














成 NH2CH2COO ， 

















解 离 为 带 负电 荷 的 离子 。 加 上 电场 后 ， 三 种 离子 均 





可 正极 移 





为 随后 离子 〈 或 称 慢 离子 ， 此 处 为 NH,PCH;COO )。 为 了 保持 溶液 的 电 中 性 及 一 定 pH 值 ， 还 








三 
FT 女 、 


泳 刚 


个 与 先行 离子 和 随后 离子 符 
开始 时 三 种 凝 胶 都 含有 先 


























梯度 和 迁移 率 乘积 
向 下 移动 的 界面 〈 位 于 高 上 
率 介 于 先行 和 随后 离子 之 间 ， 


而 又 
迁移 


于 每 种 全 
在 进入 分 离 胶 ! 


次 。 


于 先行 离子 的 后 面 形成 ] 














行 离子 

















离子 浓度 低 的 区 域 也 上 














不 断 





2. 电荷 效应 
重 











白质 混合 物 在 界 
用 白质 分 子 所 载 有 效 





导 区 有 较 高 的 电位 梯度 。 这 种 高 电位 梯度 使 蛋 
等 时 , 三 种 离子 移动 速度 相 
位 梯度 区 和 低 电位 梯度 区 之 
此 也 就 聚集 于 这 界面 附近 被 浓缩 形成 一 狭窄 的 5 


彼此 相 























大 
























































电荷 不 同 ， 


大 












































时 ， 此 利 


3. 分子筛 效应 








电荷 效应 仍 起 作用 。 








当 夹 在 先行 离子 和 随后 离子 间 的 蛋白 质 通过 间隔 凝 胶 进 
然 改 变 ， 选 择 分 离 的 pH 值 为 8.9 《上 






































号 相反 的 配对 离子 (此 处 即 Tris， 三 
， 只 有 电泳 模 中 的 电泳 缓冲 液 含 随后 离子 





























状 甲 基 氨基 











H 低 电导 











区 ， 而 电梯 度 与 日 
白质 和 随后 离子 在 先行 离子 后 


























同 并 在 先行 











与 随后 离子 让 
间 )， 




















1 烷 )。 


是 





。 电 泳 开始 后 ， 

外 导 成 反比 ， 低 电 
看 加 速 移动 。 电 位 
I 形成 了 一 个 稳定 

















已 知 样品 蛋白 质 的 有 效 





外 处 被 高 度 浓 缩 ， 堆 积 成 屋 ， 形 成 一 狭窄 的 高 浓度 的 蛋白 质 区 ， 但 由 











P 间 区 带 。 























而 迁移 率 也 有 上 所 不 同 ， 和 蛋 

















蝶泳 时 实际 测量 值 为 9.5)， 使 接近 于 


质 就 以 一 定 顺序 形成 




















吾 
云 


入 分 离 凝 胶 时 ，pH 和 凝 胶 孔 径 突 
氨 酸 的 pK, 值 ， 导 
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致 随后 离子 的 解 离 度 增 大 ， 其 有 效 迁 移 率 也 增加 ， 超 过 所 有 蛋白质 的 有 效 迁 移 率 ， 从 而 赶 上 
并 超过 所 有 的 蛋白 质 分 子 ; 这 时 高 电位 梯度 消失 ， 蛋 白质 样品 在 一 个 均一 的 电位 梯度 和 pH 
条 件 下 通过 一 定 孔 径 的 分 离 胶 。 分 子 量 或 构 型 不 同 的 蛋白 质 通过 一 定 孔 径 的 分 离 胶 时 由 于 所 
受 摩擦 力 不 同 ， 基 于 受阻 滞 的 程度 表现 出 不 同 的 迁移 率 ， 即 所 谓 的 分 子 得 效应。 即使 净 电 和 荷 
相似 ， 也 就 是 说 自由 迁移 率 相 等 的 蛋白 质 分 子 也 会 由 于 分 子 得 效应 在 分 离 胶 中 被 分 离 。 

二 、 实 验 材 料 、 设 备 与 基本 操作 

1. 支持 介质 

文 持 介质 可 防止 电泳 过 程 中 的 对 流 和 扩散 ， 以 得 到 最 大 分 辨 率 的 分 离 。 为 此 ， 文 持 介质 
应 具备 以 下 特性 :化 学 惰性 ; 不 干扰 大 分 子 的 电泳 过 程 ， 化 学 稳定 性 好 ， 均 匀 ; 重复 性 好 ; 
电 内 渗 小 等 。 
纸 、 酷 酸 纤维 素 薄膜 、 硅 胶 、 砚 士 、 纤 维 素 等 材料 可 以 作为 固体 文 持 介质 。 这 些 介 质 化 
学 惰性 好 ， 能 将 对 流 减 到 最 小 。 使 用 这 些 支 持 介质 进行 蛋白 质 分 离 与 在 自由 溶液 中 一 样 ， 都 
是 基于 pH 环境 中 蛋白质 的 电 蓓 密度 进行 分 离 。 但 在 有 些 情况 下 ， 它 们 也 会 与 样品 发 生 相互 
作用 而 参与 分 离 过 程 。 
淀粉 、 琢 脂 糖 和 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 是 另 一 类 固体 文 持 介质 。 这 些 凝 胶 不 仅 能 防止 对 流 ， 把 
扩散 减 到 最 小 ， 而 且 具 有 多 和 孔 结 构 ， 孔 径 尺 寸 和 生物 大 分 子 具 有 相似 的 数量 级 ， 因 而 具有 分 
子 得 效应 。 使 用 这 些 凝 胶 进 行 分 离 不 仅 取决 于 大 分 子 的 电荷 密度 ， 还 取决 于 其 分 子 尺 寸 。 如 
具有 相同 电 蓓 密度 和 不 同 尺 寸 的 两 种 蛋白 质 ， 使 用 纸 电泳 不 可 能 分 离 好 ， 而 使 用 梯度 凝 胶 
泳 来 分 离 ， 由 于 分 子 得 效 应 ， 小 分 子 会 比 大 分 子 跑 得 快 而 使 分 辨 率 提高 。 

1959 年 Raymond 等 2 首次 使 用 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 作 为 电泳 的 支持 介质 ， 特 别 是 1964 年 
Ornsteinc5 和 Davis29 的 开创 性 工作 , 使 得 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 已 成 为 目前 生化 实验 室 最 常用 的 支 
持 介 质 。 由 于 其 分 辩 率 高 ， 不 仅 能 分 离 各 种 生物 大 分 子 ， 而 且 可 以 研究 生物 大 分 子 的 电荷 、 
分 子 质量 、 等 电 点 、 甚 至 构象 等 特性 。 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 (polyacrylamide gel，PAG) 是 由 丙烯 酰 腕 和 交 联 试剂 WV'- 亚 甲 基 双 丙 
烯 酰胺 在 有 引发 剂 和 增 速 剂 的 情况 下 聚合 制 得 。 丙 烯 酰 腕 单 体 首先 聚合 形成 长 链 ， 再 由 NWN- 
亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 的 双 官 能 基 团 与 链 末 端的 自由 官能 基 团 反应 ， 交 联 形成 三 维 网 状 结构 。 聚 
丙烯 酰胺 的 力学 性 能 、 弹 性 、 透 明度 、 顾 着 度 以 及 孔径 大 小 等 特性 均 取决 于 两 个 重要 的 参数 
TT 和 C。 了 是 两 个 单 体 (丙烯 酰胺 和 N,N“- 亚 甲 基 双 丙 烯 酰 胺 ) 的 总 百 分 浓 度 ; C 是 与 总 浓度 
有 关 的 交 联 剂 的 百 分 浓 度 。 其 计算 公式 分 别 为 1; 
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大 十 x100% (10-30) 





x100% (10-31) 





C= : 
a+b 














式 中 ，a 为 丙烯 酰胺 的 质量 数 ，g; b 为 N,N'- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 的 质量 数 ，g; V 为 水 或 
缓冲 液 的 体积 ，ml。 

a 与 5 的 比例 非常 重要 。 如 果 wp<10， 凝 胶 脆 、 硬 ， 呈 乳白 色 ; 如 果 wbp>100,， 了 为 5% 
的 凝 胶 呈 糊 状 。 制 备 富有 弹性 且 完 全 透明 的 凝 胶 ，a/b 应 在 30 左右 ， 而 且 其 中 丙烯 酰胺 的 浓 
度 必 须 高 于 3%。Davist 汪 研究 过 1.5% 一 60% 浓 度 范围 的 丙烯 酰 腕 和 0 一 0.625% 浓 度 范 围 的 
N,VN'- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 。 他 发 现在 丙烯 酰胺 浓度 低 于 2% 和 NN- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 浓度 低 于 
0.5% 时 , 凝 胶 不 可 能 聚合 。 丙烯 酰胺 浓度 的 增加 通常 应 该 伴随 N,N"- 亚 甲 基 双 丙烯 酰 胺 浓度 的 
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降低 以 得 到 富有 弹性 的 凝 胶 。 

丙烯 酰胺 肾 合 常用 过 硫酸 贸 、 过 硫酸 钾 或 核 黄 素 引 发 ， 用 N,N,N',N"- 四 甲 基 乙 二 胺 、3- 二 甲 
胺 丙 膊 等 作为 聚合 过 程 中 的 增 速 剂 。 这 种 引发 - 增 速 的 催化 系统 是 一 个 氧化 -还 原 过 程 ， 因 为 它 会 
产生 自由 基 用 于 丙烯 酰胺 凝 胶 的 聚合 。 常 用 的 催化 系统 见 表 10-7。 在 系统 中 即使 有 少量 的 
N,N,N',N"- 四 甲 基 乙 二 胺 的 存在 , 便 可 催化 过 硫酸 铵 产生 的 自由 基 的 形成 ， 从 而 加 速 察 合 ，3- 二 甲 
胺 两 且 的 作用 似乎 弱 一 点 。 选 择 过 硫酸 铵 的 优点 是 容易 得 到 高 纯度 的 试剂 ， 在 0'C 时 相对 稳定 且 
释放 分 子 氧 的 可 能 性 很 小 。 合 适 的 催化 系统 必须 不 改变 凝 胶 的 缓冲 条 件 、 黏 度 和 导电 性 。 


常用 的 丙烯 酰胺 聚合 的 催化 系统 





















































































































































































































































































































































引发 剂 增 速 剂 
过 硫酸 镁 N,N,N',N'- 四 甲 基 乙 二 胺 (TEMED) 

过 硫酸 乌 3- 二 甲 胺 两 且 (DMAPN) 

过 硫酸 乌 3- 二 甲 胺 丙 且 亚 硫酸 盐 

过 氧化 氧 硫酸 铁 - 抗 坏 血 酸 

核 黄 素 N,N,N',N'- 四 甲 基 乙 二 胺 〈 光 催化 过 程 用 ) 














丙烯 酰 胶 的 聚合 过 程 与 引发 剂 和 增 速 剂 的 浓度 、 温 度 、pH 等 因素 有 关 。 聚 合 的 初速 率 和 
过 硫酸 铵 浓度 的 平方 根 成 正比 3; NWNN;N- 四 甲 基 乙 二 胺 浓度 的 增加 可 使 凝 胶 的 聚合 时 间 缩 
短 。 虽 然 增 加 过 硫酸 铵 和 NNN;,N- 四 甲 基 乙 二 胶 的 浓度 可 以 增加 聚合 速率 , 但 是 过 量 的 过 硫 
酸 铵 和 NMXNN'V- 四 甲 基 乙 二 胶 会 引起 电泳 时 的 烧 腕 和 和 蛋白 电泳 带 的 畸变 .为 了 得 到 理想 的 电 
泳 结 果 ， 应 该 使 用 合适 的 配方 使 聚合 过 程 在 30 一 60min 内 完成 21。 

在 酸性 pH 条 件 下 ， 由 于 缺少 WN.N'V- 四 甲 基 乙 二 腕 《或 3- 二 甲 氮 基 丙 有 睛 ) 的 游离 碱 ， 
引发 过 程 会 被 延迟 。 在 pH=8.8 时 ，7.5 多 的 丙烯 酰胺 溶液 在 最 初 几 分 钟 内 聚合 很 慢 ， 接 着 反 
应 速率 迅速 增加 ， 聚 合 基本 完成 ， 半 小 时 后 速率 很 快 下 降 。 但 同样 浓度 的 溶液 ， 在 pH=4.3 
时 聚合 初速 率 较 慢 ， 聚 合 大 约 需 90min 才能 完成 。 在 制作 酸性 范围 (pH=2.5 一 4.5) 的 等 电 
焦 凝 腕 时 ， 过 人 硫酸 贸 -VNN,NW- 四 甲 基 乙 二 胺 系统 并 不 能 促使 丙烯 酰胺 的 聚合 。 碱 性 范围 
凝 胶 虽 然 容 易 聚 合 ， 但 硬 旦 脆 ， 在 染色 、 脱 色 过 程 中 易 破 裂 ， 故 应 尽 可 能 减少 过 硫酸 贸 
NNN'N- 四 甲 基 乙 二 腕 的 用 量 。 

在 聚合 过 程 中 温度 对 凝 胶 的 特性 有 很 大 的 影响 。 在 低温 (5C ) 时 不 易 聚 合 ， 且 许 胶 会 变 
脆 和 浑浊 ， 重 复 性 也 不 好 ; 在 25 一 35SC 时 聚合 ， 凝 胶 会 比较 透明 而 有 弹性 。 但 高 浓度 凝 胶 在 
聚合 时 会 产生 热 使 气体 浴 解 ， 导 致 在 凝 胶 中 产生 小 气泡 ， 此 时 适当 降低 温度 可 以 将 这 种 影响 
降 到 最 小 。 

氧 的 存在 会 阻碍 凝 胶 的 化 学 聚合 。 对 不 含 SDS 的 北 胶 ， 特 别 是 等 电 聚 焦 用 凝 胶 ， 最 好 先 
抽 气 ， 再 加 引发 剂 。 凝 胶 系 统 中 的 不 纯 物 如 金属 或 其 他 杂质 的 存在 也 会 影响 到 凝 胶 的 化 学 聚 
合 ， 所 以 选用 高 纯 的 丙烯 酰胺 和 N,.V- 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 非常 重要 。 

2. 凝 胶 电泳 仪器 

电泳 系统 虽然 只 是 作为 生化 分 离 分 析 所 必需 的 常规 仪器 ,但 它 的 进展 与 其 他 大 型 仪器 
设备 一 样 ， 是 非常 迅速 的 。 从 1809 年 俄国 物理 化 学 家 Reuss 的 第 一 次 电泳 实验 所 用 的 纵 
形 装置 到 1946 年 瑞典 物理 化 学 家 、 诺 贝尔 奖 获 得 者 Tiselius 教授 的 第 一 台 商 品 自由 移 界 
电泳 系统 问世 经 历 了 一 个 多 世纪 。 但 此 后 的 50 多 年 电泳 仪器 的 发 展 却 极其 迅 独 ， 特 别 是 
电泳 介质 由 流动 相 改 为 凝 胶 后 , 各 种 各 样 的 凝 胶 电 泳装 置 便 层 出 不 穷 , 以 适应 各 种 研究 工 
作 和 生产 实践 的 需要 。 
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凝 胶 电泳 仪 作为 生化 实验 室 常 用 的 小 型 仪器 ， 种 类 
器 的 分 析 对 象 也 越 来 越 专 一 化 。 按 分 析 对 象 可 分 为 蛋白 质 分 析 
胶 电 沪 仪 和 细胞 分 析 用 凝 胶 电 泳 仪 : 按 功 能 可 分 为 制备 型 、 分 析 型 、 转 移 型 、 浓 缩 型 等 。 按 
形式 分 ， 除 了 早期 的 自由 移动 界面 电泳 使 用 U 形 玻璃 管 以 及 毛细 管 电泳 外 ， 凝 胶 电泳 按 装 置 
的 形状 可 分 为 圆 盘 〈 管 状 ) 电泳 、 垂 直 平板 和 水 平平 板 电泳 。 从 垂直 管 型 盘 状 电泳 发 展 到 重 
直板 状 电泳 ， 再 发 展 到 半自动 和 全 自动 水 平平 板 电泳 仪 ， 甚 分辨 率 越 来 越 高， 操作 越 来 越 简 

















































































































!， 电 泳 时 间 越 来 越 短 ， 功 能 越 来 越 多 。 








































































































电泳 槽 是 凝 胶 电 泳 系统 的 核心 部 分 。 根 据 电 泳 
的 原理 ， 凝 胶 都 是 放 在 两 个 缓冲 腔 之 间 ， 电 场 通过 
凝 胶 连接 两 个 缓冲 腔 。 绥 冲 液 和 凝 胶 之 间 的 接触 可 
以 是 直接 的 液体 接触 ， 见 图 10-15; 也 可 以 间接 通 
过 滤纸 桥 、 凝 胶 条 或 滤纸 条 ， 见 图 10-16。 管 状 凝 
胶 电 泳 和 垂直 板 状 电泳 大 多 采取 直接 液体 接触 方 
式 。 这 种 方式 可 以 有 效 地 使 用 电场 ， 但 在 装置 设计 
上 有 一 些 困 难 , 如 液体 泄漏 、 电 安全 和 操作 麻烦 等 。 
水 平板 状 电泳 槽 大 多 通过 间接 方式 ， 以 前 用 滤纸 桥 
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民 多 。 











随 着 技术 的 不 断 发 展 ， 电 泳 仪 
j 凝 胶 电 泳 仪 、 核 酸 分 析 用 北 



























































凝 胶 电泳 系统 一 般 由 电泳 槽 、 电 源 和 冷却 装置 组 成 。 同 时 配套 的 有 各 种 灌 胶 模 具 、 染 色 
j 具 等 。 此 外 还 有 电泳 转移 仪 、 凝 胶 干 燥 器 和 凝 胶 扫 描 仪 等 。 
































加 和 样 孔 





(ay (b) 


拱 接 ， 现 在 可 使 用 缓冲 液 制作 的 凝 胶 条 和 滤纸 条 拱 管状 雍 胶 电泳 和 垂直 板 状 电 沪 














接 ， 即 半 干 技术 。 


《缓冲 液 和 凝 胶 直 接 接触 ) 








[| 


二 ”水平 电 泳 时 凝 胶 和 缓冲 液 的 接触 方式 












































(a) 用 滤纸 桥 : (b) 用 凝 胶 条 ; (c) 
































凝 胶 扫描 仪 主要 用 来 对 样品 单 向 电泳 分 离 后 的 条 带 和 双向 电泳 后 的 斑点 进行 扫描 ， 从 而 
量 的 结果 。 凝 胶 扫 描 仪 的 设计 原理 和 结构 与 分 光 光 度 计 基本 一 致 。 甚 基本 组 件 包 括 光 

































































































































































给 出 定 

源 、 单 色 器 (或 滤 光 片 )、 样 品 室 、 光 电 倍 增 管 以 及 控制 和 结果 显示 部 分 等 。 放 置 凝 胶 的 样品 
台 通 常 由 马达 控制 ， 并 以 不 同 速度 移动 ， 使 欲 扫描 的 条 带 

台 ， 通 过 移动 扫描 探头 进行 测试 。 


或 斑点 移入 光路 ， 也 可 以 固定 样品 




































































凝 胶 扫描 仪 因 所 用 光源 的 不 同 而 具有 不 同 的 功能 。 采 用 紫外 光源 《如 和 气 灯 ) 的 扫描 仪 可 




































































单 色 性 好 ， 可 大 大 提高 凝 胶 扫 





能 在 滤 光 片 
颜色 的 凝 胶 。 








以 用 紫外 波长 扫描 不 经 染色 的 凝 
色 后 才能 扫描 。 如 果 用 激光 光源 ， 通 常 


描 





的 透 过 波长 范围 内 使 用 。 











胶 。 若 只 


会 忆 
也 只 El 
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有 可 见 光源 《如 碘 钨 灯 ) 的 扫描 仪 ， 则 凝 胶 必须 染 
扫描 染色 后 的 凝 胶 。 但 
的 灵敏 度 和 分 辩 率 。 采 





于 激光 光源 强度 大 、 
j 滤 区 户 作 单 色 器 的 凝 胶 扫描 仪 ， 只 
描 各 种 
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用 光栅 单 色 器 ， 则 波长 可 以 任 选 ， 也 就 可 以 扫 






































凝 胶 扫描 仪 所 采用 的 光路 结构 不 同 ， 可 以 








光 光 度 计 的 




















射 测 量 














通 量 





描 不 透 























Typhoon 高 性 






滨 胶 
玻 病 板 


线 结构 ， 则 只 外 
。 这 样 便 可 扫 
适合 于 用 荧光 染料 染色 


明 的 


的 凝 胶 。 

















不 同 的 测定 方式 。 如 果 是 常见 的 紫外 -可 见 分 





















































图 。 

















能 作 透 射 方式 的 测定 。 如 果 在 此 基础 上 改变 光束 方向 ， 则 可 作 反 
蝶泳 转移 膜 、 色 谱 板 等 。 如 果 是 直角 结构 ， 则 可 作 奖 光 测量 
由 于 脆 光 技术 为 蛋白 
的 可 能 ， 所 以 各 种 可 用 于 谈 光 测量 的 成 像 系统 应 运 而 生 ， 
能 凝 腕 和 印迹 成 像 系统 的 光路 





wo 
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质 组 学 





究 带 来 高 重复 性 、 高 灵敏 和 高 
图 10-17 给 出 了 GE 公司 产 








[SEE Typhoon 高 性 能 凝 胶 和 印迹 成 像 系 统 的 光路 图 








凝 胶 定 量 分 析 的 另 一 种 装置 是 用 带 有 电荷 


凝 胶 





图 谱 被 摄制 下 来 后 ， 将 信 





























测定 














仪器 不 但 快速 、 简 便 而 
量 。 不 但 可 作 透 射 、 反 射 而 



































恩 数 字 化 ， 并 转移 到 计算 机 中 再 进行 分 析 。 这 种 新 的 凝 胶 定量 





介 格 低廉 。 不 但 可 作 和 蛋 
可 作 菊 光 和 放射 








定量 应 用 上 的 结 品 。 
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合 装置 的 摄像 系统 (CCD camera system)。 


















































白质 定量 ， 而 且 可 用 于 核酸 的 定 序 和 定 























前 各 种 新 技术 的 交融 在 电泳 





显影 测量 ， 是 当 
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第 十 一 章 “样品 预 处 理 技术 


色谱 分 析 的 全 过 程 主 要 包括 四 个 步骤 : 样品 的 采集 、 
埋 果 的 表达 。 样 品 采集 包括 取样 点 的 选择 和 样品 的 收 
: 品 基体 和 干扰 组 分 分 离 、 富 身 
| 备 是 一 个 非常 














括 将 样品 中 欲 测 组 分 与 相 
。 色 谱 分 析 样 品 的 采集 和 甫 
品 的 制备 统称 为 色谱 分 
样品 预 处 理 作为 色谱 
复杂 样品 的 色谱 分 



























































都 在 追求 的 目标 7。 昌 if 技术 涉及 样品 
理 形态 范围 广泛 , 直接 进行 分 析 测 定 构成 的 干扰 
的 预 处 理 。 




















现代 色谱 仪器 对 样 
民 长 。 统计 表明 ， 大 前 




















概 








} 析 的 重要 步骤 ,建立 简 











忌 























EE 要 且 复 杂 的 过 程 ， 通 常 将 色谱 样品 





| 备 、 色 谱 分 析 及 数据 处 理 
J 运输 和 储存 ， 样 品 制备 包 
谱 仪 器 可 分 析 的 形态 等 操 


























6 采集 和 样 

















效 的 样品 预 处 理 方式 以 使 




















析 获 得 较 低 的 检测 背景 , 同 环 























析 时 间 的 2/3， 而 只 有 10% 的 时 间 用 于 1 














出 报告 等 。 对 提高 工作 效率 而 言 , 改 


液 相 色谱 对 样 





挥发 的 样品 ， 而 且 其 中 




















品 中 目标 组 分 的 含量 很 低 ， 特 别 是 原始 样品 
胶体 溶液 或 者 固体 等 ,这 使 得 
EE 要。 


迄今 为 止 ， 除 用 了 


色谱 分 析 ， 其 余 时 间 用 


和 优化 色谱 分 析 样 




















得 较 高 灵敏 度 是 色谱 分 析 工 作者 
成 及 其 浓度 复杂 多 变 、 物 













































































析 所 用 的 时 间 越 来 越 短 , 但 是 样 
分 色谱 分 析 实验 室 中 用 于 色谱 分 析 样 


喇 的 要 求 是 液体 或 者 是 可 溶解 在 某 些 溶剂 ! 
的 颗粒 物 ， 以 免 : 




















色谱 分 析 的 样品 和 


























不 境 直 接收 集 样品 3 
采集 和 处 理 。 






























































方法 建立 中 最 具 挑战 
上 柱 ， 其 中 包括 多 步 





























的 预 处 ] 
的 形态 对 





























忆 而 , 样品 预 处 理 要 














B20 





中 












































I 固体 ,通常 是 不 挥发 或 难 
色谱 柱 发 生 堵塞 。 此 外 ， 在 使 用 色谱 








党 需要 对 样品 做 一 些 必 要 


制备 过 程 所 用 时 间 却 仍然 
制备 过 程 的 时 间 约 占 整个 分 
于 分 析 测 定 结果 的 整理 和 输 
制备 的 方法 和 技术 是 一 个 重要 
















































































技术 进行 样品 分 析 时 , 常常 会 遇 到 采集 的 原始 样品 不 适合 于 直接 进行 色谱 分 析 的 要 求 , 样 
基体 干扰 大 的 情况 ， 诸 如 样品 是 黏 滞 的 流体 、 
剖 备 方法 及 其 技术 在 现代 色谱 分 析 中 越 来 越 





























性 的 一 个 环节 。 相 
操作 ， 上 见 表 11-1 的 总 结 
蛙 步 又 >， 可 见 ， 必须 认真 对 入 


F 品 预 处 班 


















































、 仔 细 设 计 样 品 的 预 处理 
样品 的 预 处 理 方法 进行 了 系统 的 分 类 。 





才 
#。HPLC 分 析 的 六 








组 成 与 测定 范围 的 流程 色谱 仪 外 ， 色 谱 仪 器 还 不 能 做 到 在 现 
自动 完成 样品 的 选择 、 分 离 和 测定 等 步骤 ， 一 般 需 要 离线 进行 样品 的 





























比 HPLC 分 离 与 数据 分 析 花 费 更 多 的 时 间 。 样 品 预 处 理 可 能 是 HPLC 
F 始 于 样品 的 采集 ， 一 直到 样品 注入 HPLC、 
密 性 与 准确 度 往往 决定 于 样 

















互 
五 工 









































E 过 程 。 表 11-2 也 依据 样 
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| >ss | 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 


样品 预 处 理 的 选择 

































































































































































选 择 评 述 

(1) 样品 的 收集 符合 统计 学 的 程序 获得 有 代表 性 的 样品 

(2) 样品 的 储藏 与 保存 适宜 的 惰性 、 密 封 容器 ; 特别 小 心 易 挥发 、 不 稳定 或 活性 的 物质 ， 如 必要 ， 稳 定 
样品 ， 生 物 样品 可 能 需要 冷冻 

(3) 样品 的 初 加 工 样品 形式 必须 适 于 有 效 的 样品 预 处 理 〈 如 干燥 、 过 筛 、 碾 细 等 ); 细小 的 离散 样品 易 
于 溶解 或 提取 

(4) 称 重 或 定 容 稀释 有 必要 注意 活性 、 不 稳定 或 生物 物质 ， 稀释 时 ， 用 经 校正 的 容量 器 

(5) 其 他 的 样品 加 工 方法 溶剂 符 换 、 除 盐 、 燕 发 、 冷 冻 干 燥 等 

(6) 除去 微粒 滤 过 、 固 相 蔡 取 、 离 心 

(7) 样品 的 提取 液体 样品 方法 ， 固 体 样品 方法 

(8) 衍生 化 主要 用 于 增强 被 测 物 的 检测 精度 ， 有 时 也 用 于 改善 分 离 





























区 区 样品 预 处 理 方法 
样品 类 型 ”| 样品 预 处 理 的 方法 技术 原理 评 述 





液体 流 过 能 选择 性 地 捕 集 被 测 
均 《〈 或 干扰 物 ) 的 固定 相 ， 捕 集 的 
相 茜 取 被 测 物 可 用 强 溶 剂 洗 脱 下 来 ， 有 
中， 保留 干 扰 物 而 允许 被 测 物 通过 
固定 相 ， 不 被 保留 ， 机制 同 HPLC 




















于 选择 性 捕 集 所 需 无 机 、 有 机 和 生物 
被 测 物 的 固定 相 有 很 多 种 ， 也 有 用 于 药物 、 
烃 类 、 儿 茶 酚 胺 和 许多 其 他 种 类 的 化 合 物 、 
痕 量 水 富 集 的 特殊 固定 相 


















































叫 



























































了 











注意 勿 形成 乳液 一 一 加 热 、 加 盐 可 使 之 破 
坏 ; 用 不 同 溶剂 或 影响 化 学 平衡 的 添加 剂 
《如 组 冲剂 调节 pH 值 、 盐 改变 离子 强度 、 
配 位 试剂 、 离 子 对 试剂 等 ) 改变 Kp 值 ， 有 
许多 连续 提取 低 Kp 或 大 体积 样品 的 报道 



































样品 在 两 种 不 混 溶 的 液 相 中 分 
配 ， 应 选 溶 解 性 差异 较 大 的 液 相 








液 - 液 萃取 









































与 HPLC 流动 相 相 溶 的 溶剂 为 避免 谱 峰 扩展 ， 溶 剂 应 于 HPLC 流动 
稀释 稀释 样品 ， 避 免 色谱 柱 超载 ,或 | 相 中 混 溶 ;“ 稀 释 即 可 进 样 ”是 简单 的 液体 























































































































































































































































































































































































































































































































使 其 浓度 在 检测 器 线性 范围 内 ”| 样品 如 药物 制剂 的 一 般 样 品 制备 方法 
a | 燕 发 勿 过 快 ， 暴 沸 会 损失 样品 ， 注 意 样品 
车 大 气压 下 组 组 加 执 除 二; 
液体 ee 人 | 在 容器 上 上 的 损失 ， 勿 过 热 节 干 ， 在 必 性 气 
< 宏 畏 助 操作 进行 。 | 体 下 燕 发 较 好 , 如 Nz: 最 好 使 用 旋转 蒸发 器 
ey 已 有 自动 系统 (如 Turbovap) 可 
加 热 样品 至 溶剂 的 沸点 ， 挥 发 | ”主要 用 于 易 挥发 的 样品 ， 如 加 热 温度 太 高 ， 
燕 饮 性 被 测 物 在 蒸气 相 中 浓缩 、 冷 凝 | 样品 会 分 解 ; 低 装 气压 化 合 物 可 用 真空 燕 饮 
和 收集 蒸汽 蒸馏 最 高 温度 为 100C ， 相 当 温和 
渗析 物 需 用 富 集 技术 浓缩 ， 如 SPE; 微 
渗析 用 于 检测 活性 动 植物 组 织 和 发 酵 液 
在 而 种 水 注 流 羽 亲 是 是 纹 源 | 潜 让 人 
微 渗析 膜 ， 样品 溶质 依 其 浓度 差 ， 从 一 | 。 a 
溶液 转移 至 另 一 溶液 中 ; 高 分 子 量 蛋 白 不 能 通过 滤 膜 ， 
5 分 子 量 截止 膜 的 渗析 也 能 在 线 用 于 HPLC 
样品 的 脱 蛋 白 ， 同 样 可 用 超 滤 与 反 渗析 法 
ne 有 利于 非 挥发 性 有 机 物 ， 可 处 理 大 体积 
冷冻 干燥 冷冻 水 溶液 样品 ， 真 宝 下 水 分 | 样品， 可 能 损失 挥发 性 被 测 物 ， 能 浓缩 无 
被 升华 除去 站 
极力 推荐 该 法 以 排除 反 压 问题 ， 延 长 色 
让 柱 老 合 ， 淖 上 腊 以 绩 扎 深 罚 | 条 pa 而 :| 
流 休 涌 过 滤纸 或 滤 腊 ， 滤 除 具 谱 柱 寿命 ， 滤 膜 必须 与 溶剂 相 兼 容 ， 使 
过 小 总 人 洁 级 或 由 及， 小 除 是 | 在 实验 中 不 致 光 解 ， 大 孔径 (>2hm) 滤器 
A 可 提高 流速 ， 小 孔径 滤器 〈<0.2hm) 可 除 
混 悬 液 去 细 信 
本 样品 放 于 锥 形 离心 管 中 ， 以 高 | ”有 时 从 离心 管 中 取 出 定量 固体 样品 较 
区 速 旋转 ， 倾 出 上 清 液 难 ， 超 速 离心 一 般 不 用 于 去 除 简单 微粒 
半 隐 在 沉降 容器 中 静止 放置 ， 使 样品 | ”为 一 极 慢 过 程 ， 依 照 沉淀 速率 ， 可 在 不 
沉淀 沉降 速率 取决 于 Stoke 半径 | 同 水 平 下 人 工 回收 不 同 粒 径 的 微粒 
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续 表 
样品 类 型 “| 样品 预 处 理 的 方法 技术 原理 评 述 
样品 置 于 具 蹇 容器 内 ， 加 入 深 | 有 时 可 者 沸 或 回流 溶剂 以 提高 溶解 度 ; 
可- 液 蔡 取 剂 溶解 被 测 物 ， 从 固体 中 滤 出 浴 | 型 沾 分 世 状 态 的 村 部 乞 卫 当量 可 蝇 可 和 
液 (有 时 亦 称 “ 振 摇 /过 渡 ” 法 ) | 人 工 或 日 动 振 揪 ;经 过 小 、 倾 析 或 高 心 等 
操作 ， 从 不 溶性 固体 中 分 离 出 样品 
样品 置 于 活动 的 多 孔 容器 ( 套 | 。 织 纯 溶剂 提取 ， 样 品 在 溶剂 的 沸点 处 必 
es 管 ) 中 ;回流 溶剂 连续 流 过 该 套 | 玖 位 定 ; 绕 避 ， 但 所 家 二 全 完成 不 需 有 、 
索 氏 提取 管 ， 深 涛 被 测 物 ， 连 综 收 集 到 苞 | 照看 ， 价 低 ， 对 自由 流动 粉末 最 好 ; 回收 
偏 产 中 “| 来 很 好 (可 b 固 相伴 取 法 的 参照 标 
准 ) 
样品 置 于 流通 管 中 ， 并 使 六 适 于 颗粒 性 样品 ;溶剂 能 用 高 压 Nz 注入 
强制 流动 浸出 从 中 流 过 ; 加热 流通 管 至 溶剂 的 | 或 推 过 ;所 需 溶剂 体积 小 于 索 氏 提取 ;， 结 
沸点 附近 果 相似 ， 速 度 更 快 
ee a 于 动 植物 组 织 、 食 品 、 环 保 样品 ， 可 
样品 置 于 混合 器 中 , 加 入 溶剂 ， l i 
a 有 机 及 水 溶剂 ， 可 加 干冰 或 硅 菠 土 增 大 
内 信 更 样 品 小 离散 态 ， . cd y es 
i 优 样 品 生 一 化 成 亿 沾 宫 散 状态 | 样 蝇 的 流动 性 ， 对 小 分 散 样 品 的 华 取 效率 
个 2 廊 遍 
极 局 
细小 的 分 散 样 品 浸没 于 装 有 深 超声 作用 辅助 溶解 ， 可 加 热 提高 禁 取 
剂 的 超声 容器 中 , 进行 超声 辐射 。| 速率 ， 安 全、 快速 ， 最 适 于 粗糙 、 颗 粒状 
也 可 用 超声 探头 或 杯 型 超声 破碎 | 物质 ， 可 同时 处 理 多 份 样品 :与 溶剂 的 接 
器 进行 操作 触 效率 高 
强 溶剂 直接 溶解 试 样 ， 使 | “无 机 固体 可 能 需 加 酸 或 碱 达到 完全 浴 
溶解 被 测 物 深入 溶液 ， 避 免 发 生化 | 解 ， 有 机 样品 往往 能 直接 溶 于 溶剂 中 ， 溶 
学 反应 解 后 ， 可 能 需要 过 滤 
汪 样品 置 于 密封 容器 中 ， 加 热 至 | ”可 大 大 加 快 液 - 固 茜 取 过 程 ， 自 动 化 ， 容 
和 加 速溶 齐 林 到 CASE) | 沸点 以 上 , 使 容器 中 的 压力 上 升 ，| 器 必须 能 耐 高 压 ， 茜 取 的 样品 较 稀 ， 需 进 
和 动 取出 蔡 取 样品 ， 并 转移 至 小 | 一 步 浓缩 由 于 使 用 高 压 、 高 温 溶剂 ， 需 
瓶 中 作 进 一 步 处 理 有 安全 措施 
热 溶 剂 浸 出 与 索 氏 提取 的 结 
合 ; 套 管 中 的 样品 先 浸没 在 沸 | ”人 工 与 自动 操作 均 可 ， 所 需 溶 剂量 少 于 
动 索 氏 提取 洲 剂 中 ， 然 后 升温 ， 进 行 常 | 传统 素 氏 法 ， 溶剂 可 回收 利用 ;由 于 二 步 
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遇 索 氏 提 取 / 
最 后 浓缩 


样品 置 于 流通 容器 中 ， 超 临界 
流体 (如 CO,) 流 过 样品 ， 降 低 
超 临 界 流体 提取 计 习 和 E 深 腕 中 由 必 二 在 窜 训 
或 捕 集 到 吸附 剂 上 ， 然 后 再 以 
湾 剂 淋 洗 解 哎 内 








流 溶剂 淋 洗 ， | 操作 ， 可 减少 提取 时 间 





























人 工 与 自动 操作 均 可 ; 可 采用 改变 超 临 
度 或 加 入 改 性 剂 的 方法 ， 改 变 超 

临界 流体 的 极 性 ; 收集 的 样品 通常 较 浓 ， 
因为 CO; 在 提取 结束 后 即 被 除去 ， 因 此 相 
对 无 污染 ; 基质 影响 提取 过 程 ， 方 法 建立 
的 时 间 可 能 比 其 他 现代 方法 长 
提取 溶剂 可 分 为 吸收 微波 溶剂 (MA) 和 
不 吸收 微波 溶剂 (NMA) 两 种 ; 采用 MA， 
样品 置 于 开口 或 密闭 的 容器 | 样品 置 于 高 压 容 器 中 ， 如 加 速溶 剂 萃取 
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微波 辅助 提取 中 ， 以 微波 能 量 加 热 ， 使 被 测 物 | (ASE)， 充 分 加 热 至 沸点 以 上 ; 采用 NMA 
被 提取 到 溶剂 中 时 ， 容 器 可 开口 操作 ， 无 压力 升 高 现象 ; 
微波 箱 中 用 有 机 溶剂 (MA 或 NMA) 与 











TI 





MA 在 高 压 操作 时 ， 需 有 安全 操作 规程 

系统 必须 由 熔融 石 丙 或 熔融 硅胶 制造 ， 
使 提取 的 被 测 物 不 至 于 与 热 金属 表面 发 生 
反应 ; 应 避免 系统 局 部 过 冷 ; 适用 于 蒸气 
压 较 低 的 样品 























采用 动力 学 顶 空 进 样 形式 ， 但 
热 提 取 加 热 样品 至 很 高 (可 控制 ) 的 温 
度 ， 可 高 达 350°C 





































































































到 目前 为 止 ， 还 没有 一 种 通用 的 样品 预 处 理 方法 能 够 适合 于 所 有 样品 或 者 所 有 待 测 对 
象 。 即 使 是 同一 个 待 测 物 ， 由 于 所 处 的 样品 环境 和 条 件 不 同 ， 可 能 需要 采用 的 预 处 理 方法 也 
不 同 。 所 以 对 不 同样 品 中 的 分 析 对 象 要 具体 分 析 ， 选 择 最 佳 预 处 理 方 而 判断 所 选择 的 样 
品 预 处 理 方法 是 否 合理 ， 一 般 情况 下 需要 遵循 以 下 原则 中 。 
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(D 是 否 能 够 最 大 限度 去 除 影 响 测 定 的 其 他 干扰 物 。 这 是 衡量 预 处 理 方法 是 否 有 效 的 重 
要 指标 ， 否 则 即使 方法 简单 、 快 速 也 不 能 选择 该 方法 。 

@ 被 测 组 分 的 回收 率 是 否 高 。 回 收 率 不 高 通常 伴随 着 测定 结果 的 重复 性 较 差 ， 不 但 影响 方 
法 的 灵敏 度 和 准确 度 ， 而 且 最 终 使 低 浓 度 样 品 无 法 测定 ， 因 为 浓度 越 低 ， 回 收 率 往 往 也 越 差 。 

@ 操作 是 否 简便 、 省 时 。 预 处 理 方 法 步骤 越 多 ， 多 次 转移 引起 的 样品 损失 就 越 大 ， 最 
终 的 误差 也 越 大 。 

@ 成 本 是 否 低廉 。 尽 量 避 免 使 用 昂贵 的 仪器 与 试剂 。 

@ 是 否 影响 人 体 健康 及 环境 。 应 该 尽量 少 用 或 者 不 用 污染 环境 或 影响 人 体 健 康 的 试剂 ， 
即使 不 可 避免 ， 必 须 使 用 时 也 要 回收 循环 利用 ， 将 其 危害 降低 到 最 低 限 度 。 
@ 应 用 范围 尽 可 能 广泛 。 尽 量 适 合 各 种 分 析 测 试 方法 ， 甚 至 联机 操作 ， 便 于 过 程 自 动 化 。 
Q@ 是 否 适用 于 野外 或 现场 操作 。 


二 节 液体 样品 的 预 处 理 
































































































































































































































一 、 液 - 液 茜 取 

液 - 液 茜 取 是 最 常用 的 液体 样品 茜 取 技术 之 一 。 液 - 液 禁 取 常 涉及 互 不 相 溶 的 两 相 溶 剂 ， 
利用 待 测 物 在 两 相 中 具有 不 同 的 分 配 系 数 而 达到 分 离 的 目的 ,在 液 - 液 禁 取 操 作 过 程 中 一 相通 
党 为 水 相 ， 而 男 一 相 为 有 机 溶剂 。 杀 水 性 强 的 化 合 物 进入 极 性 的 水 相 多 ， 而 琉 水 化 合 物 将 主 
要 溶 于 有 机 溶剂 中 。 荣 取 进 入 有 机 相 的 被 测 物 经 溶剂 挥发 容易 回收 ， 而 提取 进入 水 相 中 的 被 
测 物 经 常 能 够 直接 注入 反 相 HPLC 色谱 柱 中 分 析 。 图 11-1 概括 了 LLE 分 离 所 包含 的 步骤 。 






















































































































































































伴 品 足 涛 液 吗 ” 上 一 一 党 征 在 着 宵 的 谊 剖 中 











进行 化 学 调 些 
(lp 添加 配伍 斌 弄 竺 ) 





川 椒 混 深 深 
将 样品 置 分 液 淹 斗 中 ee 使 两 村 | 分 向 


测定 各 和 | 中 
的 溶质 


溶质 足 定 最 
提 肥 的 加 


i 进 杆 碟 全 
沪 帮 不 过 站 的 入 用 进一步 的 样品 硕 处 好 


液 液 萃取 步骤 框图 


由 于 蔡 取 为 一 平衡 过 程 ， 效 率 有 限 ， 两 相 中 仍 存 在 数量 可 观 的 被 测 物 。 因 此 可 利用 包括 
改变 pH 值 、 离 子 对 、 配 位 作用 等 的 化 学 平衡 ， 以 提高 被 测 物 的 回收 紊 ， 和 /或 消除 干扰 。 
液 - 液 萃取 中 采用 的 有 机 溶剂 有 下 列 特点 : 也 在 水 中 溶解 度 低 (<10%); 具有 挥发 性 ， 
茜 取 后 易于 除去 与 浓缩 ; @ 与 用 于 被 测 物 的 HPLC 检测 技术 相 容 (避免 使 用 UV 吸收 强 的 溶 
剂 ); @ 极 性 并 可 形成 氧 键 ， 提 高 有 机 相 中 被 测 物 的 回收 率 ， 回 纯度 高 ， 尽 量 减少 样品 污染 。 
能 斯 特 (Nernst) 分 配 定律 说 明 任 何 种 类 溶质 在 两 不 互 溶 的 溶剂 中 都 有 分 配 ， 而 且 其 在 






























































































































































两 相 中 的 浓度 比例 维持 恒定 : 
(11-1) 























其 中 ，K5 为 分 配 常数 ;cc 为 被 测 物 在 有 机 相 中 的 浓度 ; ca 为 被 测 物 在 水 相 中 的 浓度 。 这 

样 被 测 物 被 茜 取 进 有 机 相 的 分 数 为 : 
Bs (11-2) 
coV, + caqYa l+ Kg 

其 中 ，V, 为 有 机 相 的 体积 ;Vs 为 水 相 的 体积 ; g 为 两 相 体 积 的 比值 (VYVsa)。 

许多 液 液 茜 取 操作 在 分 液 漏斗 中 进行 ， 每 一 相 的 体积 一 般 都 需 儿 十 或 几 百 毫升 。 采用 一 步 
提取 ， 由 于 相 比 值 g 必须 保持 在 一 实际 范围 内 [如 0.1<p==10 见 式 (11-2)]， pa ee 
相 之 一 中 的 被 测 物 必须 足够 大 (例如 外 >10)。 在 大 多 数 分 液 漏斗 液 液 萃 取 操 作 中 ， 定 量 回 收 
率 〈>99%) 需要 两 步 或 多 步 禁 取 。 对 多 步 禁 取 ， 合 并 每 步 茜 取得 到 的 被 测 物 的 总 分 数 记 为 : 


A (11-3) 
l+K,g 


其 中 ,n 为 茜 取 次 数 。 例 如 某 被 测 物 的 Kp=5， 两 相 的 体积 相等 (Gg=1)， 被 测 物 回收 率 二 
99%， 则 需要 分 三 步 茶 取 。 增 大 Kp 可 以 采用 以 下 几 种 方法 : 

QD 改换 有 机 溶剂 ， 以 使 如 增 大 ; 

@ 如 被 测 物 是 离子 或 可 电离 ， 通 过 抑制 其 离子 化 ， 可 加 大 其 在 有 机 相 中 的 溶解 度 ， 即 
增 大 Kp; 假如 被 测 物 可 电离 ， 也 可 在 有 机 相 中 添加 离子 对 试剂 ,被 测 物 与 其 结合 形成 离子 对 
被 蔡 取 进 有 机 相 ; 

@ 可 在 水 相 中 加 入 一 种 惰性 的 中 性 盐 《〈 例 如 硫酸 钠 )， 用 盐 析 法 降低 被 测 物 在 水 相 中 的 浓度 。 

表 11-3 列 出 了 一 些 典 型 的 萃取 浴 剂 以 及 不 适 于 用 作 人 萃取 与 水 混 溶 的 ) 溶剂 的 示例 。 除 
考虑 互 溶性 外 ， 溶 剂 极 性 以 及 与 被 测 物 极 性 的 关系 是 主要 的 选择 标准 ， 当 茶 取 溶剂 的 极 性 与 
被 测 物 匹 配 时 ， 其 Ko 值 最 大 ， 一 般 需 要 选择 Ko 值 最 大 的 操作 条 件 。 


3 液 - 液 苹 取 的 提取 溶剂 6 


























































































































































































































































































































































































































与 水 混 溶 的 有 机 溶剂 









































































































































水 溶剂 与 水 不 混 溶 的 有 机 溶剂 ( 不 适 于 LLE ) 
纯 水 脂肪 烃 类 ( 己 烷 、 异 辛 烷 、 石 油 醚 等 ) 醇 类 【〔 低 分 子 量 的 ) 
酸 溶液 - 乙 基 醚 或 其 他 本 酮 类 〈 低 分 子 量 的 ) 
碱 溶液 - 氧 甲烷 醛 类 《〈 低 分 子 量 的 ) 
浓 盐 〈 盐 析 作 用 ) 氯仿 羧 酸 类 〈 低 分 子 量 的 ) 
配 位 试剂 (离子 交换 、 乙酸 乙 酯 和 其 他 酯 乙 膊 
歼 合 、 手 性 等 ) 脂肪 酮 类 (Ce 及 以 上 酮 ) - 甲 基 亚 砚 
脂肪 醇 类 (Ce 及 以 上 醇 ) 
以 上 两 种 或 多 种 混合 醛 、 二 甲 茶 (有 UV 吸收 ) - 氧 六 环 
以 上 两 种 或 多 种 混合 
注 : 第 一 栏 中 的 溶剂 可 与 第 三 栏 的 任 一 溶剂 相 匹 配 ， 与 水 混 溶 的 有 机 溶剂 不 可 与 水 溶剂 一 起 用 于 LLE。 















































如 果 被 测 物 的 KEp 不 适宜 ， 可 能 需 另外 的 萃取 方法 提高 回收 率 [ 见 式 〈11-3)]。 这 种 情况 
下 ， 在 原样 品 中 重新 加 入 不 混 浴 的 溶剂 ， 提 取 剩 余 的 溶质 ， 最 后 合并 所 有 的 提取 液 。 一 般 来 
说 ， 最 终 提 取 浴 剂 的 体积 一 定时 ， 多 次 萃取 比 单 次 萃取 的 浴 质 回收 率 高 。 也 可 以 用 反 提 法 进 
一 步 减少 干扰 物 。 例 如 ， 还 是 考虑 上 述 有 机 酸 被 测 物 的 提取 。 假 如 被 测 物 首 先 在 低 pH 值 条 
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件 下 茜 取 进入 有 机 相 ， 极 性 干扰 物 ( 如 亲 水 中 性 物 、 质 子 化 碱 ) 被 留 在 水 相 中 。 如 果 用 高 pH 
值 的 新 的 水 缓冲 液 反 提 有 机 相 ， 则 离子 化 有 机 酸 重 新 转移 到 水 相 中 ， 而 将 非 极 性 的 干扰 物 留 
于 有 机 相 中 。 于 是 分 两 步 提取 不 仅 能 除去 碱 性 干扰 物 也 能 够 除去 中 性 干扰 物 ， 而 一 步 提 取 仅 
能 除去 这 两 种 干扰 物 中 的 一 种 ， 不 能 把 两 种 全 除去 。 
如 果 Kp 非常 低 或 所 需 样品 的 体积 很 大 ， 用 多 步 提取 定量 回收 被 测 物 将 不 实用 。 茜 取 的 
次 数 太 多 ， 蔡 取 液 的 总 体积 可 能 过 大 [ 见 式 (11-3)]。 而 且 ， 蔡 取 率 低 ， 达 到 平衡 需 较 长 的 
时 间 。 此 时 可 采用 连续 液 - 液 禁 取 方法 ， 新 溶剂 连续 不 断 地 循环 通过 样品 水 溶液 ， 被 测 物 连续 
从 样品 液 中 提出 ， 直 至 所 有 的 被 测 物 都 从 样品 中 提取 干净 。 这 些 提取 过 程 可 长 时 间 地 运 
(12~24h); 甚至 i 很 小 时 ， 也 能 达到 定量 茜 取 要 求 〈 回 收 率 之 99% )。 
在 液 - 液 苯 取 操作 过 程 中 经 常会 碰 到 样品 发 生 乳 化 、 被 测 物 牢 固 地 吸附 于 微粒 上 、 被 测 物 
与 大 分 子 量 的 化 合 物 结 合 〈 如 药物 与 蛋白 质 )、 两 相 彼此 互 溶 等 问题 。 针 对 这 些 问题 ， 可 采用 
下 述 方法 来 解决 四 。 
Q 对 于 发 生 乳 化 问题 ， 如 果 不 破 乳 ， 水 相 与 有 机 相 之 间 会 出 现 清 晰 的 界面 ， 被 测 物 回 
收 率 会 受到 很 大 影响 。 可 以 采取 在 水 相 中 加 盐 、 加 热 或 冷却 荃 取 容器 、 用 玻璃 棉 塞 滤 过 、 用 
相 分 离 滤纸 滤 过 、 加 少量 不 同 的 有 机 次 剂 或 者 离心 的 方法 来 解决 。 
@ 如 样品 中 有 微粒 存在 ， 被 测 物 吸附 在 微粒 上 可 导致 回收 率 降 低 。 这 种 情况 下 ， 滤 过 
之 后 用 强 溶剂 洗涤 微粒 以 回收 被 吸附 的 被 测 物 ， 并 将 洗 液 合并 入 LLE 的 被 测 物 相 中 。 回 收 吸 
附 被 测 物 的 强 溶剂 可 能 包括 改变 pH 值 、 增 加 离子 强度 ， 或 用 极 性 更 强 的 有 机 溶剂 。 
@) 处 理 生 物 样 品 时 ， 在 液 - 液 蔡 取 中 能 正常 定量 回收 的 化 合 物 可 能 会 与 蛋白 质 结 合 ， 回 
收 率 下 降 。 和 蛋白 结合 在 测定 体液 中 的 药物 与 药物 代谢 物 时 尤其 棘手 。 可 以 采用 加 入 洗涤 剂 、 
有 机 溶剂 、 离 液 序 列 高 的 试剂 或 强酸 ， 加 水 稀释 ， 以 结合 更 强 的 竞争 试剂 替代 等 方法 破坏 样 
品 中 蛋白 与 被 测 物 的 结合 。 
@ 在 不 互 溶 的 溶剂 之 间 有 很 小 的 溶解 度 ， 其 中 互 溶 的 部 分 可 改变 两 相 的 相对 体积 ， 基 
此 可 将 各 相 用 另 一 相 预 先 饱 和 ， 以 便 了 解 含 有 被 测 物 相 的 真实 体积 ， 准 确 、 优 化 测定 被 测 物 
的 回收 率 。 最 简单 的 饱和 手段 是 在 分 液 漏斗 中 先 不 加 入 样品 ， 使 两 相 达到 平衡 ， 此 时 两 相 相 
互 饱 和 ， 均 可 用 于 液 液 禁 取 。 
另外 对 液 - 液 茜 取 来 说 ， 有 机 溶剂 消耗 量 大 、 环 境 污染 较为 严重 。 因 而 , 液 相 微 茜 取 应 运 
而 生 ， 集 禁 取 、 净 化 、 浓 缩 、 预 分 离 于 一 体 ， 具 有 茜 取 效率 高 、 消 耗 有 机 溶剂 少 、 快 速 、 灵 
敏 的 特点 。 采 用 这 种 禁 取 可 以 很 方便 地 在 容量 瓶 中 进行 。 选 择 密度 小 于 水 的 有 机 提取 溶剂 ， 
以 便 使 小 体积 的 有 机 溶剂 聚集 在 瓶颈 处 ， 方 便 倾 出 。 对 定量 分 析 来 说 ， 应 该 使 用 内 标 ， 以 对 
提取 结果 加 以 校正 。 
二 、 高 压 冷冻 茜 取 技术 
最 近 ， 张 维 冰 等 中 提出 了 一 种 基于 区 域 熔炼 原理 的 简单 高 效 的 绿色 环保 样品 富 集 预 处 理 
技术 。 通 过 对 水 溶液 冷冻 过 程 中 溶质 在 水 和 冰 两 相间 转移 特征 的 分 析 ， 说 明 区 域 熔 炼 相 当 于 
一 种 连续 茶 取 过 程 。 该 技术 同时 兼顾 水 在 结 冰 时 体积 膨胀 ， 在 密闭 的 容器 中 产生 高 压 ， 从 而 
达到 在 高 压 下 连续 茶 取 的 效果 。 其 采用 的 装置 如 图 11-2 所 示 。 
将 样品 水 溶液 和 茜 取 有 机 相 置 于 容器 中 ， 密 封 后 ， 放 置 在 冰箱 中 冷冻 。 基 于 水 在 4C 以 
下 及 凝固 成 冰 过 程 中 体积 会 膨胀 增 大 的 原理 ， 使 得 耐 压 容器 中 的 压力 增加 ， 以 提高 禁 取 时 有 
机 杂质 在 有 机 溶剂 中 的 溶解 度 ， 改 进 禁 取 效 果 。 同 时 ， 根 据 区 域 熔 炼 原理 ， 水 凝结 成 冰 时 有 
机 物 被 挤 出 ， 从 而 进一步 提高 禁 取 效率 。 
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括 SPE 柱 (SPE cartridge)、 尖 形 SPE 管 (SPE pipette tip)、SPE 盘 (SPE disk) 以 及 SPE 板 


三 、 固 相 芋 取 
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自 1970 年 发 明 固 相 茜 取 技 术 以 来 ， 其 发 展 非常 迅猛 ， 出 现 了 多 种 形式 的 茶 取 装置 ， 包 





(SPE plate) 等 。 


SPE 柱 (如 图 11-3 所 示 ) 的 使 用 最 为 3 



























































车 授 ， 简 单 的 SPE 柱 就 是 一 根 直径 为 数 旦 米 的 小 





玻璃 柱 ， 或 用 聚 丙 烯 、 聚 乙烯 、 聚 四 气 乙 烯 等 塑料 或 不 锈 钢 制 成 的 柱子 。 柱 下 端 有 一 孔径 


为 20um 的 烧结 
再 加 一 块 租 板 ， 











的 杂 人 ， 








得 板 ， 用 
以 防止 加 样品 时 
微量 杂质 的 医用 聚 丙烯 作为 柱 体 材料 ， 




















以 文 撑 吸附 剂 。 在 筛 板 上 境 














60 色 一 90%， 盘 的 厚度 约 Imm。SPE 柱 和 盘 式 节 取 器 的 主要 区 别克 




















可 选用 玻璃 、 纯 聚 


荃 取 实 验 。 





























四 氟 乙 烯 作为 柱 体 材 料 。 























































































































装 一 定量 的 吸附 剂 ， 然 后 在 吸附 剂 上 
破坏 柱 床 。 基 于 对 纯度 的 考虑 ， 一 般 选用 无 添加 剂 且 含有 
以 免 在 茜 取 过 程 中 污染 试 样 。 为 了 降低 SPE 空白 中 
第 板材 料 是 男 一 可 能 的 杂质 来 源 ， 制 
作 得 板 的 材料 有 聚 丙 烯 、 纯 聚 四 所 乙烯 、 不 锈 钢 和 钛 等 。 金 属 筛 板 不 含有 机 杂质 ， 但 易 受 
梭 的 腐蚀 。 由 于 柱 体 、 筛 板 和 填料 都 可 能 向 试 样 中 引进 杂质 ， 因 此 在 建立 和 验证 SPE 方法 
时 ， 必 须 做 空白 
SPE 的 男 一 种 形式 是 SPE 盘 《〈 如 
取 器 是 含有 填料 的 纯 聚 四 外 


























图 11-4 所 示 )， 外 观 上 与 膜 过 滤器 十 分 相似 。 盘 式 葵 
凡 乙 烯 圆 片 ， 或 载 有 填料 的 玻璃 纤维 片 。 








填料 占 SPE 盘 总 量 的 











E 于 床 厚度 与 直径 之 比 ， 











对 于 等 重 的 填料 ， 盘 式 茜 取 的 截面 积 比 柱 式 茶 取 大 10 倍 左右 ， 因 而 允许 液体 样品 以 较 高 的 


流量 党 下 
流量 流 过 。 


图 





并 人 允许 采 | 


当 所 需 处 理 的 样品 量 较 大 时 , 如 医药 中 间 体 的 回 


























11-5 给 出 了 SPE 板 的 结构 ， 上 
压力 、 真 空 或 离心 力 的 作 月 
























































杂 的 作用 。 

















收 等 , 可 采用 板 











性 质 ， 选 择 合适 的 吸附 柱 。 
收 率 。 一 般 采 用 
每 一 活化 溶剂 的 用 量 为 1 一 2)ml100msg 固定 相 。 


式 SPE 的 固 相 茜 取 装置 。 




















站 两 块 板 上 装 有 多 个 SPE 小 柱 ， 待 处 理 的 液体 依靠 重力 、 
由 通过 萃取 板 ， 同 时 在 收集 板 上 进行 样品 的 收集 。 
典型 的 回 相 萃取 一 般 分 为 以 下 五 个 基本 步骤 ; 
QD 根据 检测 量 的 大 小 以 及 待 检 物 质 的 化 学 、 物 到 

@ 活化 填料 。 有 利于 吸附 剂 和 目标 物质 相互 作用 ， 提 高 回 
另外 甲醇 还 能 起 到 除 























1 酬 来 活化 ， 











@@ 进 样 。 使 样品 流 经 吸附 柱 并 被 吸附 。 为 了 保留 分 析 物 ， 尽 可 能 使 用 最 弱 的 样品 溶剂 ， 























大 体积 〈0.5 一 1L) 的 上 样 量 。 








改 | 溃 








| 292 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 


团 点 分 级 预 江 几 


下 坊 厦 料 板 sPE 册 定 机 荣 唉 盘 
区 SPE 柱 装 置 示意 图 区 而 SPE 盘 














@ 冲洗 .用 水 或 者 是 适当 的 缓冲 溶液 对 吸附 柱 
进行 冲洗 ， 将 杂质 冲洗 掉 。 通 常 冲洗 溶剂 体积 为 
0.5 一 0.8ml100mg 固定 相 。 

@@ 洗 脱 。 选择 适当 的 洗 脱 剂 进行 洗 脱 , 收集 洗 

脱 液 ， 然 后 进行 浓缩 、 检 验 , 或 者 是 直接 进行 在 线 
检测 。 洗 脱 溶剂 用 量 一 般 为 0.5 一 0.8ml/100mg 固 
定 相 。 
回 相 禁 取 (solid phase extraction，SPE) 是 一 部 真 宇 组 什 、、 
种 由 柱 色谱 发 展 而 来 的 样品 预 处 理 技术 ， 所 用 的 填 
料 粒 径 (二 40pm) 大 于 HPLC 填料 粒 径 (3 一 10um )。 
SPE 与 HPLC 的 差别 是 柱 压低 、 塔 板 数 少 、 分 离 效 
率 较 低 、 一 次 性 使 用 ， 因 此 只 能 分 离 保留 性 质 有 很 
大 差别 的 化 合 物 。 由 于 SPE 实现 了 选择 性 的 提取 、 
分 离 、 浓 缩 三 位 一 体 的 过 程 ， 操 作 时 间 短 、 样 品 
小 、 干 扰 物 质 少 ， 因 此 可 用 于 挥发 性 和 非 挥 发 性 组 分 的 预 处 理 ， 并 具有 很 好 的 重 现 性 。 

吸附 剂 是 固 相 茜 取 的 核心 ， 吸 附 剂 选用 的 好 坏 直 接 关 系 到 能 否 实现 茜 取 操作 ， 以 及 茜 取 
效率 ， 同 时 新 型 吸附 剂 的 研发 也 是 固 相 茜 取 技术 发 展 和 应 用 的 关键 所 在 。 早 期 的 吸附 剂 多 为 
活性 炭 、 氧 化 铝 等 强 吸 附 性 材料 。 常 用 的 固 相 吸附 材料 有 正 相 、 反 相 和 离子 交换 吸附 剂 三 种 。 
正 相 吸附 剂 主要 包括 硅 酸 镁 、 氮 基 、 和 握 基 、 双 醇 基 硅胶 、 氧 化 铝 等 ， 适 用 于 极 性 化 合 物 的 荣 
取 ; 反 相 吸附 剂 包 括 键 合 硅 胶 Cis、 键 合 硅胶 Cs、 芳 环 氰 基 等 ， 适 用 于 非 极 性 至 一 定 极 性 化 
合 物 的 禁 取 ; 离子 交换 吸附 剂 包 括 强 阳 离子 吸附 剂 〈 茶 磺 酸 、 丙 磺 酸 、 丁 磺 酸 等 ) 和 强 阴 离 
子 吸附 剂 〈 三 甲 基 两 基 腕 、 氮 基 、 二 乙 基 丙 基 胺 等 )， 适 用 于 阴阳 离子 型 有 机 物 的 萃取 。 有 目前 
习 内 外 已 经 研制 出 多 种 复合 型 吸附 剂 。 聚 合 二 乙烯 茶 -V- 乙 烯 吡 咯 烷 酮 及 其 盐 是 一 类 性 能 独特 
的 反 相 吸附 剂 ， 独 有 的 亲 水 和 亲 脂 性 质保 持 其 在 水 中 湿润 ， 能 同时 茶 取 极 性 物质 和 非 极 性 物 
质 。 以 氯 甲 基 化 的 高 分 子 树脂 PS-DVB( 茶 乙烯 - 联 节 乙烯 共聚 物 ) 与 二 亚 乙 基 三 胺 反应 制 成 
的 新 型 的 阴离子 交换 聚合 树脂 能 同时 茜 取 离子 型 和 非 离子 型 化 合 物 ; 将 碳化 吸附 剂 与 
PS-DVB 合用 ， 能 同时 萃取 强 极 性 化 合 物 和 离子 型 化 合 物 ， 将 未 封 尾 的 Cis 硅胶 与 单 官 能 团 
的 Cis 硅胶 混合 ， 可 以 扩大 C18 柱 的 极 性 范围 。 

免疫 亲 和 型 吸附 剂 是 基于 抗体 -抗原 相互 作用 的 原理 而 研制 出 来 的 新 型 固 相 吸附 剂 。 首先 
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区 而 i SPE 板 简 图 
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制备 一 种 专属 性 的 抗体 ， 然 
抗体 结合 ， 从 而 专属 性 地 将 目标 组 分 分 离 出 来 。 这 种 吸附 剂 是 目前 已 知 选择 性 最 强 的 固定 吸 








附 剂 。 近 重 
迹 型 吸附 剂 是 一 类 者 
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后 将 其 固定 在 琼脂 糖 或 硅胶 上 ， 当 样品 通过 吸附 床 层 时 发 生 抗 原 - 























FE 来 ， 这 种 吸附 剂 越 来 越 多 地 被 应 用 于 医学 、 生 物 学 以 及 环境 分 析 等 领域 。 分 子 印 
型 的 高 选择 性 吸附 剂 ， 能 从 复杂 的 生物 基质 中 选择 性 地 提取 出 微量 分 析 















































































































































































































































































































































































































































物 。 表 11-4 中 给 出 了 常用 的 SPE 固定 相 及 应 用 条 件 。 
EE SPE 固定 相 及 应 用 条 件 
分 离 机 制 典型 固定 相 结 构 被 测 物 类 型 装载 溶剂 洗 脱 溶剂 
吸附 硅胶 ， 氧 化 铝 ， 一 SiOH，AlOH， 弱 至 中 等 低 P' (已 烷 ， 高 P'( 如 甲醇 ,乙醇 ) 
a 侍 酸 镁 Mg2SiOs 极 性 CHC1;) 
I 
极 性 键 合 相 | 氛 基 ， 氢 基 ， 二 醇 基 一 CN， 一 NH2>， 中 等 至 强 低 P' (已 烷 ， 高 P'( 如 甲醇 ,乙醇 ) 
CH(OH)—CH(OH) 极 性 CHCl3) 
《 捍 极 性 键 | ”十 作 烷 基 硅 氧 煤 一 (CHD)uCH 琉 水 性 强 | 丰 己 《如 H20， 和风 
合 相 ) 八 烧 基 硅 氧 烧 GE CET ( 强 非 极 性 ) | CONH20， 低 P'〈 己 烷 、CHCl3 ) 
疏水 强 A 人 HiCMNEH2O) 
- 下 | 高 P' (如 H20， N By 
色相 | 吉水 中 等 | 环 己基 , 茶 基 , 联 苯 基 | 。 中 等 非 极 性 | CHsOH/H20， | 下 等 (如 二 氧 甲烷 ， 
RPR 乙酸 乙 酯 ) 
En CH3CN/H;O 
i . . 一 (CH?)3CHsa， 弱 极 性 至 中 | 高 P' (如 H20) 至 | ， 
玻 水 弱 丁 基 ， 乙 基 ， 甲 基 一 CH ， 一 CH 等 非 极 性 “| 中 等 P'( 如 Z 琶 Z 酯 ) 高 P'( 如 乙 膊 ， 甲醇 ) 
(A ) 缓 冲 液 (pH=pKs2) 
(一 CH 一 )3NH2 二 起 绍 癌 (B) 使 吸附 剂 与 被 测 
阴离子 交换 弱 | ”氨基 ，1,2' 氨 基 (CCH 放 全 | -全 区 9 | 物 BE 为 和 村 
NHCEHDCEHPCH2 人 Beh (C) 高 离子 强度 的 组 
冲 液 
ee, a 东经 籼 注 (A ) 缓 冲 液 (pH=pKs2) 
阴离子 交换 强 季 铂 (CH 一 N+(CH3) | 有 了 生 用 | 各 中小 。 | @B) 便 和 出 移 pH 为 中 性 
本 2 酸性 | “BE 各 《C ) 高 次 了 到 间 的 缓 吕 站 
(A) 缓 冲 液 pH=pKa+2) 
ER ee ee 离子 (可 电 | ”水 或 缓冲 液 。 |(B) 吸附 剂 与 被 测 物 
阳离子 交换 弱 羧 酸 (一 CH 一 )3COOH 离 )， 碱 性 (pH=pK, 2) pH 为 中 性 
CC) 高 次 了 类 妆 名 液 
CCH 一 SOH | | 肌肤 HEpka2) 
阳离子 交换 强 | 煤 基础 酸 ， 劳 磺 酸 SO , 碟 叙 溃 滨 CB) 使 泪 浊 物 pH 为 性 
| DDR 《C ) 高 高 了 类 妆 的 名 中 液 
在 固 相 茜 取 中 ， 选 择 洗 脱 剂 时 首先 应 考虑 其 对 固定 相 的 适应 性 和 对 目标 物质 的 溶解 
度 , 其 次 是 传 质 速率 的 快慢 。 洗 脱 正 相 吸 附 剂 吸附 的 目标 组 分 时 ,一 般 选 用 非 极 性 有 机 深 
剂 (如 正己 烷 、 四 毛 化 碳 等 ); 洗 脱 反 相 吸 附 剂 吸 附 的 目标 物质 时 ， 一 般 选用 极 性 有 机 溶 
剂 《 如 甲醇 、 乙 有 睛 、 一 氯 甲烷 等 ); 对 于 离子 交换 吸附 剂 ， 常 采用 的 洗 脱 剂 是 高 离子 强度 
的 缓冲 液 。 
为 了 提高 回收 率 ， 洗 脱 剂 多 选用 小 分 子 有 机 溶剂 ， 同 时 增 大 洗 脱 剂 用 量 。 这 样 可 使 吸附 
剂 上 的 目标 组 分 尽 可 能 地 被 洗 脱 下 来 ， 但 同时 可 能 会 引进 一 些 杂 质 ， 给 分 析 带 来 干扰 。 值 得 
注意 的 是 ， 以 甲醇 为 洗 脱 剂 洗 脱 树脂 时 ， 如 果 甲 醇 体积 过 大 ， 则 会 引起 树脂 的 充分 深 胀 ， 目 
标 物质 深入 到 树脂 的 内 部 间隙 ， 很 难 再 被 洗 胶 ， 导 致 洗 脱 不 完全 ， 回 收 率 降 低 。 


在 固 











相 萃取 过 程 中 ， 应 当 注 意 以 下 影响 因素 。 
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QD 吸附 剂 的 选择 :实验 时 尽量 选择 与 目标 化 合 物 极 性 相似 的 吸附 剂 ， 其 
物性 质 〈 极 性 、 挥 发 性 ) 及 其 在 水 样 中 的 浓度 直接 相关 ; 吸附 剂 最 好 是 多 和 孔 、 
体 颗粒 ， 表 面积 越 大 ， 吸 附 能 力 越 强 ,但 是 相应 孔径 会 减 小 ， 应 根据 实际 1 
剂 必须 具有 较 小 的 空白 值 ， 以 减少 吸附 剂 引起 的 污染 和 干扰 ; 萃取 吸附 过 程 
较 高 的 回收 率 ， 吸 附 剂 必须 能 够 快速 地 吸附 分 析 物 ， 并 且 能 够 在 适当 的 溶剂 
析 物 ， 同 时 具有 恒定 的 回收 率 ， 保 证 整个 分 析 结 果 更 加 可 靠 、 准 确 ; 吸附 剂 必须 要 具有 很 好 的 
化 学 稳定 性 ， 具有 较 强 的 耐酸 碱 腐蚀 能 力 ， 在 各 种 淋 洗 剂 条 件 下 不 会 发 生 溶 胀 作用 ; 吸附 剂 必须 
与 样品 溶液 表面 有 很 好 的 界面 接触 ， 只 有 样品 与 吸附 剂 表 面 充 分 接触 才能 够 保证 定量 茜 取 门 。 
G@ 溶剂 的 选择 : 在 固 相 茶 取 中 ， 茜 取 固 定 相 的 活化 、 上 样 富 集 、 淋 洗 杂 质 、 分 析 物 洗 脱 的 
过 程 中 , 都 涉及 溶剂 的 选择 问题 ,溶剂 选择 最 重要 的 是 溶剂 强度 , 这 是 保证 固 相 萃取 成 功 的 关键 。 
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大 小 与 目标 
面积 大 的 固 
考虑 ; 吸附 
逆 并 且 具 有 
下 快速 释放 分 
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表 11-5 给 出 了 常见 正 相 型 和 反 相 型 固 相 茜 取 中 有 机 溶剂 的 极 性 和 强度 大 小 关系 。 
正 相 型 和 反 相 型 固 相 芋 取 中 常用 溶剂 的 性 质 
极 性 溶剂 强度 溶 剂 是 否 溶 于 水 
非 极 性 强 反 相 弱 正 相 正己 烷 否 
入 异 辛 烷 否 
四 卤化 碳 否 
三 讽 甲 烷 否 
- 亢 甲 烷 否 
四 氧 叶 喃 是 
乙醚 否 
乙酸 乙 酯 差 
丙酮 是 
乙 且 是 
异 丙 醇 是 
醇 是 
YY YY 水 是 
极 性 弱 反 相 强 正 相 乙酸 是 
对 于 固定 相 活化 浴 剂 ， 一 般 先 使 用 强 的 溶剂 去 除 固定 相 上 的 杂质 ， 然 后 选择 与 上 样 溶剂 























强度 一 致 的 活化 溶剂 ， 以 保证 样品 能 够 在 固定 相 上 充分 保留 。 需 注意 的 是 ， 固 定 相 在 活化 过 
程 和 活化 结束 后 都 要 保持 湿润 ， 否 则 会 使 固定 相干 裂 或 者 进入 气泡 ， 导 致 柱 效 降低 、 回 收 率 
降低 以 及 重 现 性 变 差 。 

对 于 上 样 溶剂 的 选择 ， 要 尽 可 能 选择 弱 强度 的 溶剂 ， 保 证 样品 能 够 充分 地 保留 在 固 相 鞭 
取 柱 上 ， 还 可 以 采用 大 量 上 样 方法 ， 提 高 富 集 倍数 。 如 果 上 样 溶剂 强度 过 高 ， 样 品 不 能 保留 
或 者 弱 保 留 ， 则 回收 率 低 。 

对 于 洗 脱 溶剂 ， 要 选择 溶剂 强度 比较 大 的 ， 保 证 保留 在 固定 相 上 的 样品 洗 脱 下 来 ， 对 大 
多 数 化 合 物 来 说 ， 乙 膊 是 一 种 比 甲醇 和 乙醇 更 好 的 洗 脱 溶剂 。 男 外 ， 选 择 的 洗 脱 溶剂 要 与 后 
续 的 分 析 条 件 相 适应 。 还 有 就 是 要 选择 黏度 小 、 纯 度 高 、 毒 性 小 并 且 不 与 样品 和 固定 相 发 生 
反应 以 及 不 会 干扰 样品 后 续 检 测 的 溶剂 。 如 果 单 一 的 洗 脱 浴 剂 效果 不 理想 ， 也 可 考虑 使 用 混 
合 溶剂 进行 洗 脱 。 

@@) 固定 相 容量 : 在 上 样 过 程 中 ， 要 注意 样品 的 含 昌 
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不 要 超过 茜 取 柱 容 量 ， 如 果 超 过 茜 
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取 柱 容量 ， 过 量 的 样品 不 会 在 萃取 柱 上 保留 而 丢失 ， 导 致 回收 率 下 降 。 























@ 流速 控制 : 流速 的 控制 对 固 相 萃取 至 关 重 要 ， 流 速 过 大 将 引起 茎 取 柱 的 穿 漏 ， 流 速 小 则 
































处 理 速度 太 慢 。 














葵 取 柱 预 处 理 过 程 


























则 要 求 流速 尽量 慢 些 ， 以 使 分 析 物 
响 回 收 率 的 大 小 。 尤 其 是 离子 交换 过 程 进行 比较 缓慢 ， 应 采用 较 低 的 流速 〈0.5 一 2.0mlmin ) 。 








四 、 固 相 





所 示 ), 形状 类 人 





回 相 微 禁 取 (SPME ) 装 

















微 芋 取 











中 流速 适中 ,保证 溶液 充分 湿润 吸附 剂 即 可 ， 上 样 和 洗 脱 过 程 
尽量 保留 在 柱 内 或 达到 完全 洗 脱 ， 和 否则 会 导致 分 析 物 流失 ， 影 






























































以 于 一 支 色 谱 注 






































出 针管 ， 纤 维 头 可 以 浸入 水 溶液 














置 由 手柄 (holder) 和 茜 取 头 (fiber) 两 部 分 构成 (如 图 11-6 











射 器 , 蔡 取 头 是 一 根 涂 有 不 同色 谱 固 定 相 或 吸附 剂 的 熔融 石英 
纤维 ， 接 不 锈 钢丝 ， 外 套 细 的 不 锈 钢 针 管 (保护 石英 纤维 不 被 折断 及 进 样 )， 纤 维 头 可 在 针管 
内 伸缩 ， 手 柄 用 于 安装 茶 取 头 ， 可 永久 使 用 。 
在 样品 蔡 取 过 程 中 首先 将 SP 





















































ME 针管 罕 透 样品 瓶 隔 垫 ， 插 入 瓶 中 ， 推 手柄 杆 使 纤维 头 伸 





















































《浸入 方式 ) 或 置 于 样品 上 部 空间 ( 顶 空 方式 )， 茶 取 时 间 









































为 2 一 30min。 然 后 缩 问 纤维 头 ， 再 将 针管 退出 样品 瓶 ， 迅 速 将 SPME 针管 插入 GC 仪 进 样 口 


或 HPLC 的 接口 解吸 池 。 失 


析 物 ， 缩 回 纤 允 












































手柄 杆 ， 伸 出 纤维 头 ， 热 脱 附 样 品 进 色谱 柱 或 用 溶液 洗 脱 目标 分 
任 头 ， 移 去 针管 。 

















由 不 同 固 定 相 所 构成 的 茜 取 头 对 物质 的 禁 取 吸附 能 力 是 不 同 的 ， 故 禁 取 头 是 整个 SPME 
括 固定 相 及 其 厚度 的 选择 两 个 方面 。 禁 取 头 的 选择 由 欲 禁 取 组 分 的 分 配 系 数 、 
极 性 、 沸 点 等 参数 共同 确定 。 





装置 的 核心 , 包 





7 一 可 调节 针头 导轨 /深度 标记 ; 8 一 隔 垫 穿孔 针头 ;9 一 纤维 固定 管 ，10 一 弹性 奎 纤维 涂 层 














(al 
于 3 固 相 微 茜 取 装置 示意 图 





























Db) 




















1 一 手柄 ，2 一 活塞 ，3 














外 套 ; 4 一 活塞 固定 螺杆 ，5 一 Z 形 沟 槽 ; 6 一 观察 窗 









































一 般 而 言 ， 纤 维 头 上 的 膜 越 厚 ， 葵 取 的 目标 组 分 越 多 ， 厚 膜 可 有 效 地 从 基质 中 吸附 高 沸 
点 组 分 。 但 是 解吸 时 间 相 应 要 延长 ， 并 且 被 吸附 物 可 能 被 带 入 下 一 个 样品 禁 取 分 析 中 ， 注 膜 
纤维 头 被 用 来 确保 分 析 物 在 热 解吸 时 较 高 沸点 化 合 物 的 快速 扩散 与 释放 。 膜 的 厚度 通常 在 
10 一 100hm 之 间 。 



























































固定 相 涂 层 按照 聚合 物 的 极 必 
涂 层 。 表 11-6 中 列 出 了 几 种 常用 











E 可 分 为 3 大 类 : 极 性 涂 层 、 非 极 性 涂 层 和 中 等 极 性 混合 型 
茜 取 头 的 适用 范围 及 性 能 。 
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FE 册 6 液 相 色谱 分 析 





ETE 常用 SPME-GC/MS 萃取 头 
























































































































































































































































































































































芋 取 头 类 别 有 具体 描述 用 途 极 性 分 子 量 范围 
100hm， 非 键 合 小 分 子 、 挥 发 性 非 极 性 物质 非 极 性 60 一 275 
PDMS 30nm， 非 键 合 半 挥 发 性 、 非 极 性 物质 非 极 性 80 一 500 
7hm， 键 合 半 挥 发 性 、 非 极 性 物质 非 极 性 125 一 600 
PA 85um， 部 分 交 联 极 性 半 挥 发 性 物质 ， 酚 类 极 性 80 一 300 
PDMS/DVB 65hm， 部 分 交 联 2 7 硝 基 芳 中 极 性 50 一 300 
CR 75hm， 部 分 交 联 人 中 极 性 Te 
DVB/CAR/PDMS 50hm/30hm， 高 度 交 联 挥发 性 物质 中 极 性 C3~ C20 
CW/ DVB 85hm， 部 分 交 联 极 性 物质 ， 尤 其 是 醇 类 中 极 性 40 一 275 
注 ， PDMS 一 一 聚 二 甲 基 硅 氧 烧 ，CW 一 一 聚 乙 二 醇 ，PA 一 一 聚 丙 烯 ，DVB 一 一 二 乙烯 匠 ，CAR 一 一 碳 分 子 筛 。 
茜 取 时 间 的 确定 : 芒 取 时 间 主 要 是 指 达 到 或 接近 平衡 所 需 要 的 操作 时 间 。 影 响 荣 取 时 间 
的 主要 因素 有 茜 取 头 的 选择 、 分 配 系 数 、 样 品 的 扩散 系数 、 顶 空 体积 、 样 品 禁 取 的 温度 等 。 
茜 取 开始 时 禁 取 头 固 定 相 中 物质 浓度 增加 得 很 快 ， 接 近 平 衡 时 速度 极其 缓慢 ， 因 此 一 般 的 琳 
取 过 程 不 必 达 到 完全 平衡 ， 因 为 平衡 之 前 禁 取 头 涂 层 中 吸附 的 物质 量 与 其 最 终 浓 度 就 已 存在 
一 个 比例 关系 ， 所 以 在 接近 平衡 时 即 可 完成 萃取 操作 。 视 样品 的 情况 不 同 ， 萃 取 时 间 一 般 为 
2 一 60min。 延 长 茶 取 时 间 也 无 坏处 ， 但 要 保证 样品 的 稳定 性 。 
茜 取 温度 的 确定 : 禁 取 温度 对 吸附 采样 的 影响 具有 双重 性 ， 一 方面 ， 温 度 升 高 会 加 快 样 
品 分 子 运 动 ， 导 致 液体 区 气 压 的 增 大 ， 有 利于 吸附 过 程 ， 尤 其 是 对 项 空 固 相 微 萃取 
(HS-SPME); 男 一 方面 ， 温 度 升 高 也 会 降低 禁 取 头 吸附 分 析 组 分 的 能 使 得 吸附 量 下 降 。 


实验 过 程 中 还 要 根据 样品 的 怕 
样品 的 搅拌 程度 ， 样 品 经 搅拌 后 可 以 促进 萃取 
量 和 高 扩散 系数 的 组 分 。 一 般 捞 拌 形式 有 磁力 搅拌 、 高 速 匀 浆 撑 
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取 搅 拌 方 式 时 一 定 要 注意 撑 扩 
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Ee 


茶 取 方式 、 盐 浓度 
取 方 式 ， 实 验 ! 
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废水 处 理 等 众多 领域 。 膜 分 离 是 利用 
的 一 
拟 和 9 


py 


五 、 膜 分 离 


膜 分 离 技术 是 1960 年 前 后 


采取 何 种 
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和 pH: 
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E， 不 均匀 的 搅拌 b 
SPME 的 操作 方式 有 两 种 ， 
取 方 式 主要 取决 于 相 
组 分 只 能 采用 浸入 方式 来 薪 取 。 在 萃取 前 于 样品 : 























上 口 Z 蝇 
和 品 经 


般 茶 取 温 度 为 40 一 90"C 。 
相应 地 减少 禁 取 时 间 ， 特 别 是 对 高 分 
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解 度 ， 产 生 盐 析 ， 提 高 分 配 系 数 ， 从 而 达 3 
般 添加 无 机 盐 用 于 项 空 方式 ， 对 于 浸入 方式 ， 盐 分 容易 损坏 其 
以 降低 组 分 的 亲 脂 物 

















发 、20 

















种 方法 。 














E 物 膜 的 结构 和 功能 。 
将 不 同 大 小 的 物质 分 离 
能 耗 、 减 少 污染 、 设 备 简单 























FE 来 已 迅速 发 展 成 为 大 型 化 的 分 离 装 置 , 广泛 用 于 海水 淡化 、 洁 闪 
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开 ， 达 玉 


黄 或 液 膜 的 选择 性 渗透 作用 
固 膜 分 离 有 超 滤 、 微 孔 过 滤 、 反 渗透 、 气 体 渗 透 分 离 等 。 液 
贰 的 分 离 ， 简 单 地 说 就 是 得 分 ， 即 利用 








到 增加 荣 取 头 回 


旧 纪 70 年 代 玫 
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E 人 化、 浓缩 的 目 














EE 精确 度 更 差 。 
区 方式 ， 男 一 种 为 
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#、 超 声波 搅拌 等 方式 。 采 
没有 搅拌 的 测 
Fh 为 项 空 禁 上 
是 否 存 在 获 气 压 ， 没 有 蒸气 压 的 
添加 无 机 盐 可 以 降低 极 性 有 机 化 合 物 
分 析 组 分 的 吸附 的 
取 头 。 此 外 调节 样品 的 pH 可 
E， 从 而 大 大 提高 茜 取 效率 ， 注 意 pH 值 不 宜 过 高 或 过 低 ， 否 则 会 
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F 始 实用 化 的 。 随 着 其 用 途 不 断 扩 大 ， 
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连续 操作 等 特点 。 选 择 适 当 的 膜 分 离 技 术 ， 可 以 代替 传统 工艺 
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真空 过 滤 、 浓 缩 抽 提 、 离 子 交 换 等 多 种 工艺 ， 解 决 目前 某 些 产品 在 工业 生产 过 
程 中 传统 工艺 无 法 解决 的 能 耗 高 、 质 量 差 、 收 率 低 、 污 染 重 等 难题 。 与 其 他 样品 预 处 理 技术 
相 比 ， 膜 分 离 技术 过 程 中 样品 或 基质 成 分 超载 的 危险 性 可 以 忽略 ， 大 多 数 膜 过 程 在 密封 流动 
系统 中 进行 ， 能 降低 污染 ， 避 免 接 触 有 毒 或 危险 的 样品 ， 使 用 有 机 溶剂 量 少 ， 流 动 系统 易于 
实行 自动 化 。 同 时 也 具有 和 孔 易 堵塞 、 易 污染 以 及 效率 低 的 缺点 。 
膜 分 离 技术 实际 上 是 一 种 借助 于 膜 而 实现 的 各 种 分 离 过 程 。 以 选择 性 透 过 膜 为 分 离 介 
质 ， 在 膜 两 侧 施 加 菜 种 推动 力 ， 如 压力 差 、 浓 度 差 、 电 位 差 等 ， 使 样品 一 侧 中 的 预 分 离 组 分 
选择 性 地 透 过 膜 ， 低 分 子 溶质 通过 膜 ， 而 大 分 子 溶质 被 截流 ， 以 此 来 分 离 溶液 中 不 同 分 子 量 
的 物质 ， 从 而 达到 分 离 、 纯 化 的 目的 。 膜 的 种 类 繁多 ， 大 致 可 按 下 面 几 个 方面 对 膜 进 行 分 类 : 
QD 根据 膜 的 材质 ,从 相 态 上 可 分 为 固体 膜 和 液体 膜 ; 包 从 材料 来 源 上 可 分 为 天 然 膜 和 合成 膜 ， 
合成 膜 又 分 为 无 机 材料 腊 和 有 机 材料 膜 ， 常 用 膜 材料 见 表 11-7 外 ，@ 根 据 膜 的 结构 可 分 为 多 
孔 膜 和 致密 膜 l，@ 按 膜 断面 的 物理 形态 ， 固 体 膜 又 可 分 为 对 称 膜 、 不 对 称 膜 和 复合 模 ， 对 称 
膜 又 称 均 质 膜 ， 不 对 称 膜 具有 极 薄 的 表面 活性 层 〈 或 致密 层 ) 和 其 下 部 的 多 孔 支 撑 层 ， 复 合 
膜 通常 用 两 种 不 同 的 膜 材料 分 别 制 成 表面 活性 层 和 多 和 孔 支撑 层 ; 加 根据 膜 的 功能 ， 可 分 为 离 
子 交换 膜 、 滩 透 膜 、 微 滤 膜 、 超 滤 膜 、 反 渗透 膜 、 渗 透气 化 膜 和 气体 分 离 膜 ， 表 11-8 为 常用 
膜 的 功能 及 应 用 范围 中 ，@ 根 据 固体 膜 的 形状 ， 可 分 为 平板 膜 、 管 式 膜 、 中 空 纤维 膜 等 。 不 
同 分 离 过 程 使 用 不 同 的 膜 ， 推动 力也 不 同 。 根 据 推动 力 的 不 同 ， 膜 分 离 过 程 分 为 依靠 压力 差 
分 离 的 反 渗透 、 微 滤 、 超 滤 、 气 体 分 离 ， 依 徘 浓 度 差分 离 的 渗析 、 乳 化 液 膜 分 离 、 膜 茶 取 ， 
依靠 电位 差分 离 的 电 渗析 ， 依靠 温 度 差分 离 的 膜 蒸 发 、 渗 透气 化 。 表 11-9 给 出 了 常用 膜 分 离 
过 程 的 基本 特点 及 其 应 用 范围 1。 
膜 材料 分 类 
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材 料 类 别 膜 材料 举例 
纤维 素 衍 生物 类 醋酸 纤维 素 、 硝 酸 纤维 素 、 乙 基 纤 维 素 等 
聚 砚 类 聚 砚 、 聚 醚 砚 、 聚 芳 醚 砚 、 磺 化 聚 杖 等 
有 机 材料 聚 酰 〈 亚 ) 胺 类 聚 砚 酰胺 、 芳 香 族 聚 酰胺 、 含 气 聚 酰 亚 胺 等 
聚 酯 、 烯 烃 类 涤纶 、 聚 碳酸 酯 、 聚 乙烯 、 聚 丙烯 有 捕 等 
含 气 《 硅 ) 类 聚 四 气 乙 烯 、 聚 偏 氟 乙烯 、 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 等 
其 他 壳 聚 糖 、 聚 碳酸 核 径 迹 膜 〈 核 孔 膜 )、 聚 电解 质 
致密 膜 金属 色 、 金 属 银 、 合 金 膜 、 氧 化 腊 
扰 机 村 粒 EE 磺 、 和 氧化 膜 
多 和 孔 膜 陶瓷 、 多 和 孔 玻璃 等 
EE 主要 膜 的 功能 及 其 实用 范围 
膜 的 种 类 膜 的 功能 透 过 物质 分 离 驱 动力 膜 的 孔径 /hm 
况 除 溶剂 中 的 悬浮 物 、 胶 团 、 袖 ee 
微 滤 脐 ， 脱 除 溶剂 中 的 巷 浮 物 、 胶 团 、 微 | 水、 溶剂 和 溶解 物 压力 差 0.1~10 
立 子 、 菌 类 
站 暴 凡 除 溶液 中 的 胶体 、 大 分 子 、 菌 i i 本 本 
超 滤 膜 类 、 病 毒 、 热 源 、 恒 白质 等 水 、 溶 剂 、 离 子 和 小 分 子 压力 差 0.01 一 0.1 
ci A 凡 除 溶液 中 的 无 机 盐 、 离 子 、 低 vu a 
滤 滩 、 深 压 = ~0. 
纳 滤 膜 和 反 渗透 膜 分 子 、 糖 类 、 复 其 酸 水 、 溶 剂 力 差 0.001 一 0.01 
sa 部 除 溶液 中 的 盐 类 及 低 分 子 物 、 二 本 de 村 
透析 膜 离子 、 氨 基 酸 、 精 类 离子 、 低 分 子 、 酸 和 碱 浓度 差 0.001~0.01 
电 渗 透 离子 交换 膜 风 除 溶剂 中 的 无 机 、 有 机 离子 离子 电位 差 0.001 一 0.01 
渗透 气 化 膜 溶液 中 的 低 分 子 与 溶剂 间 的 分 离 蒸气 压力 差 、 浓 度 差 | 0.0001 一 0.001 
气体 分 离 膜 气体 与 气体 分 离 、 气 体 与 蒸气 分 离 气体 浓度 差 0.0001 一 0.001 
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| 298 | 分 析 化 学 手册 (6 ) 液 相 色 谱 分 析 

















































































































EE 常用 膜 分 离 过 程 的 基本 特点 
分 离 过 程 样品 和 透 过 
i 
人 分 离 过 程 。 | 透 过 组 分 | ”截流 组 分 推动 力 。 | 传递 机 理 | 。 膜 类 型 | oa 
微小 ”| 溶液 脱粒 子 , 气 | ,| 002 一 IO0um | ”不力 基 i ee 
0 2 en We | “加 和 多 孔 膜 | 液体 或 气体 
,。 | 溶液 脱 大 分 子 ，| a 
直 湛 | 大 分 子 溶液 脱 小 | 小 分 | 1~20nm 溶 质 | 让 力 痊 009“| 。 得 分 。 | 非 对 称 膜 | ”液体 
分 子 ， 大 分 子 分 级 | 闪 妆 3 
深 剂 脱 有 机 组 | 
纳 滤 。 | 分 、 高 价 离子 ， 软 | 洛 和 | 只 上 汪 质 | 压力 差 (500~| 溶解 扩散 | 非 对 称 腊 或 | 从 
(NF) | 化 ， 脱 色 ， 浓 缩 ， 和 | | 1500kpa) | Donna 效 应 | 复合 膜 
分 离 大 
i。 | 溶剂 脱 溶质 ， 含 | 溶剂 ， 可 被 | 。， | | 优先 吸附 、 毛 | 
As | 小 分 子 深 质 深 液 | 电 涌 适 鹤 | ， 族 了 | 06 | 细 管 流动 、 溶 | ”到 用 席 慌 | 液体 
浓缩 流 组 分 a 解 、 扩 散 相 
天 分 子 溶液 脱 | 小 分 子 深 | 之 0.02pm 截流 ， i | ee 
海 ,| 小 分 子 ， 小 分 子 深 | 质 或 者 较 | 血液 渗析 中 | 浓度 差 | 划分 名 各 后 | 二 下 全 欣 戈 | 流体 
质 溶液 脱 大 分 子 小 溶质 “| >0.05uhm 截流 2 A 
本 溶液 脱 小 离子 ， es | 反 离 了 站 交 
电 滞 入 | 小 离子 溶质 的 浓 | 小 离子 组 分 | 由 暴 时 天 六 ”| 华 法 六 | 子 交 痪 膜 的 | 离子 交换 膜 | 。 液体 
缩 ， 小 离子 的 分 级 到 迁移 























六 、 分 子 印迹 ; 

分 子 印迹 属于 超 分 子 研究 范畴 。 它 是 指 制备 对 某 一 特定 分 子 〈 模 板 分 子 或 印迹 分 子 ) 具有 
选择 性 的 聚合 物 的 过 程 。 通 常 可 描述 为 制造 识别 “分 子 钥匙 ”的 人 工 “ 锁 ”技术 。 如 在 非 共 价 
型 印迹 中 以 感 兴趣 的 目标 分 子 充 当 模板 ， 该 分 子 通 过 氢 键 、 静 电 作用 、 下 水 作用 等 非 共 价 键 作 
， 对 可 聚合 的 功能 单 体 进行 组 装 ， 加 入 交 联 剂 聚合 ， 然 后 除去 印迹 分 子 ， 形 成 分 子 印 迹 聚 合 
物 。 由 于 除去 印迹 分 子 以 后 在 聚合 物 中 留 下 了 功能 基 团 精确 排 布 的 孔 穴 ， 该 孔 穴 与 印迹 分 子 的 
形状 、 大 小 、 电 衔 分 布 具有 互补 性 ， 使 得 分 子 印迹 聚合 物 具有 良好 的 选择 性 。 分 子 印 迹 聚 合 
具有 预定 性 、 识 别 性 和 实用 性 三 大 特点 ， 人 们 可 以 根据 目的 的 不 同 、 模 板 分 子 的 不 同 制备 不 同 
的 分 子 印 迹 聚 合 物 ， 来 满足 各 种 不 同 的 需要 ; 它 与 天 然 的 生物 分 子 识别 系统 如 酶 与 底 物 、 抗 原 
与 抗体 、 受 体 以 及 激素 相 比 ， 具 有 了 耐 高 温 、 高 压 ， 耐 酸 碱 、 耐 有 机 溶剂 ， 有 较 好 的 重复 性 ， 生 
产 成 本 较 低 ， 易 于 实现 大 规模 生产 等 优点 。 因 此 ， 近 年 来 分 子 印 迹 技 术 发 展 非常 迅速 。 

分 子 印 迹 聚 合 物 的 制备 一 般 包 括 如 下 三 个 过 程 : 中 模板 分 子 与 功能 单 体 之 间 通 过 共 价 键 
或 非 共 价 键 作 用 结合 ， 形 成 主客 体 配 合 物 ; 包 加 入 交 联 单 体 ， 在 引发 剂 、 热 或 光 引 发 下 ， 在 
模板 分 子 一 一 功能 单 体 配 合 物 周围 发 生 聚 合 反应 ， 聚 合 物 链 通过 自由 基 聚 合 将 模板 分 子 和 单 
体 的 配合 物 “ 捕 获 ” 到 聚合 物 的 立体 结构 中 ，@) 将 聚合 物 中 的 模板 分 子 洗 脱 或 解 离 出 来 ， 在 
聚合 物 中 便 留 下 许多 与 印迹 分 子 形状 相似 的 孔 穴 ， 且 和 孔 穴内 功能 基 团 在 空间 位 置 和 结合 位 点 
上 与 印迹 分 子 互补 ， 可 与 印迹 分 子 发 生 结合 作用 ， 从 而 实现 分 子 识别 。 

分 子 印迹 聚合 物 与 模板 分 子 之 间 的 结合 作用 主要 是 孔 穴 内 固定 排列 的 结合 基 团 与 模板 
分 子 间 的 相互 作用 。 在 制备 分 子 印 迹 聚 合 物 的 过 程 中 ， 对 结合 基 团 有 以 下 几 个 要 求 : 第 一 ， 
模板 分 子 与 结合 基 团 间 要 有 足够 强 的 键 合作 用 , 以便 在 聚合 过 程 中 把 模板 分 子 牢固 地 固定 住 ， 
在 交 联 时 把 结合 基 团 按 确 定 的 空间 位 置 回 定 排列 ， 第 二 ， 生 成 聚合 物 后 ， 模 板 分 子 要 尽 可 能 
地 完全 去 除 ， 因 为 残留 的 模板 分 子 会 降低 分 子 印迹 聚合 物 的 使 用 效率 ; 第 三 ， 结 合 基 团 与 模 
板 分 子 的 相互 作用 要 尽 可 能 地 快 ， 以 便 用 于 快速 色谱 分 离 和 催化 ， 同 时 ， 还 要 具有 很 好 的 可 
逆 性 ， 这 样 才能 多 次 反复 使 用 。 
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结合 基 团 和 模板 分 子 之 间 的 结合 作用 主要 有 : @ 共 价 键 合作 用 ; @)r-r 键 作用 : @ 氧 键 作用 ; 
Q 足 水 / 范 德 华 力作 用 ;， (过 渡 ) 金属 / 配 基 结合 作用 ;人 @ 冠 醚 与 离子 作用 ;，@ 离 子 键 作用 。 
种 理想 的 分 子 印迹 聚合 物 应 具 以 下 性 质 : 外 聚合 物 的 结构 应 具有 一 定 的 刚性 以 确保 印 
迹 孔 穴 的 空间 构 型 和 互补 官能 团 的 位 置 ， 包 其 空间 结构 具有 一 定 的 柔韧 性 以 确保 亲 和 动 力学 
能 尽快 达到 平衡 ， 久 共和 位 点 的 可 接近 性 ;由 机 械 稳定 性 ， 以 便 分 子 印 迹 聚 合 物 (MIP) 可 








以 在 高 压 下 应 用 ;，@@ 热 
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各 定性 。 


一 人 4 








样品 必须 伟 
聚合 物 中 的 添加 剂 、 
取出 ， 随 后 经 倾倒 、 
行 HPLC 分 析 。 














央 成 液态 才能 进行 HPLC 分 析 。 
食品 ! 

















土壤 : 





的 脂肪 、 

















一 、 传 统 萃取 方法 


1. 溶解 
溶解 方法 就 











Ts 溶解 后 ， 可 
2. 固 - 液 茜 取 
回 - 液 茜 取 就 是 将 样 











































































































































































































是 采用 强 溶剂 直接 溶解 固体 、 半 固体 样 
或 不 发 生化 学 变化 。 无 机 
能 需要 滤 过 。 








固体 可 能 需 加 酸 或 
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固体 、 半 固体 样品 的 预 处 理 





了 些 不 深 





国体! 











含有 可 溶性 被 测 物 ， 比 如 固体 

















的 多 环 芳烃 。 使 
滤 过 或 离心 将 溶剂 从 固体 残 洒 

















分 出 。 妇 





品 ， 使 


碱 达 到 完全 溶解 ， 


品 置 于 容器 内 ， 加 入 溶剂 溶解 有 关 被 测 物 ， 从 回 













































































EFE 品 与 溶剂 相 接 触 ， 被 测 物 被 茜 
滤液 ， 再 进 























H 必 要 ， 进 一 步 处 到 








被 测 物 深入 溶液 ， 其 中 会 发 生 
有 机 村 能 直接 溶 于 溶剂 





品 往往 











体 中 滤 出 溶液 有 时 









































































































































口 口 

亦 称 “ 振 摇 / 过 滤 ” 法 )。 有 时 可 煮沸 或 回 馏 溶剂 以 提高 溶解 度 ， 细 小 分 散 状 态 的 样品 易于 浸 
出 ;样品 可 用 人 工 或 自动 振 摇 ;， 经 滤 过 、 倾 析 或 离心 从 不 溶性 固体 中 分 离 出 样品 。 

3. 索 氏 提取 

BE Oe sD en A 连续 收 
集 到 蒸馏 瓶 中 。 以 纯 溶 剂 提取 :样品 在 溶剂 的 沸点 处 必须 稳定 ， 绥 慢 ， 但 提取 直至 完成 不 需 
有 人 照看 ， 价 低 ， 对 自由 流动 粉末 最 好 ; 回收 率 很 好 。 

4. 超声 提取 

将 细小 的 分 散 样 品 温 没 于 装 有 溶剂 的 超声 容器 中 ， 进 行 超声 辐射 。 也 可 用 超声 探 尖 或 杯 
型 超声 破碎 器 。 用 超声 作用 辅助 溶解 ， 可 加 热 提高 禁 取 速 率 ， 安 全、 快速 ， 最 适 于 粗糙 、 颗 
粒状 物质 ， 可 同时 处 理 多 份 样品 ， 与 溶剂 的 接触 效率 高 。 

5. 均一 化 

样品 置 混合 器 中 ， 加 入 溶剂 ， 使 样品 均一 化 成 细小 离散 状态 ， 除 去 溶剂 ， 进 一 步 混 匀 。 
] 于 动 植物 组 织 、 食 品 、 环 保 样品 ， 可 用 有 机 与 水 溶剂 :可 加 干冰 或 硅 落 十 使 样品 流动 性 增 
大 ; 对 小 分 》 散 样品 的 蔡 取 效率 高 。 

6. 强制 流动 浸出 

样品 置 于 流通 管 中 ， 并 使 溶剂 从 中 流 过 。 加 热流 通 管 至 溶剂 的 沸点 附近 。 适 于 颗粒 性 样 
品 ;溶剂 能 用 高 压 N, 注 入 或 推 过 ; 溶剂 体积 小 于 索 氏 提取 ; 结果 相似 ， 速 度 更 快 。 





二 、 新 型 茜 取 方法 


1. 超 临 界 流体 蔡 取 
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为 溶剂 的 超 临 界 流体 与 被 禁 取 物料 接触 ， 使 物料 中 的 某 些 组 分 ( 称 禁 取 物 ) 被 超 临 界 流体 溶 
解 并 携带 ， 从 而 与 物料 中 其 他 组 分 ( 茜 余 物 ) 分 离 ， 之 后 通过 降低 压力 或 调节 温度 的 方法 降 
低 超 临 界 流体 的 密度 ， 从 而 降低 其 溶解 能 力 ， 使 超 临 界 流体 解析 出 其 所 携带 的 禁 取 物 ， 达 到 
茜 取 分 离 的 目的 。 

当 流 体 的 温度 和 压力 处 于 它 的 临界 温度 和 临界 压力 以 上 时 , 即使 继续 加 压 , 也 不 会 液化 ， 
只 是 密度 增加 而 已 ， 它 既 具 有 类 似 液体 的 某 些 性 质 ， 又 保留 了 气体 的 某 些 性 能 ， 这 种 状态 的 
流体 称 为 超 临 界 流体 。 超 临界 流体 禁 取 技术 就 是 利用 超 临 界 流体 在 超 临 界 状态 下 溶解 待 分 离 
的 液体 或 固体 混合 物 而 使 禁 取 物 从 混合 物 中 分 离 出 来 。 超 临界 流体 有 具有 若干 特殊 的 性 质 ， 超 
临界 流体 的 密度 比 气体 大 数 百倍 ， 与 液体 的 密度 接近 。 其 条 度 则 比 液体 小 得 多 ， 仍 接近 气体 
的 颖 度 。 超 临界 流体 既 具 有 液体 对 物质 的 高 溶解 度 的 特性 ， 又 具有 气体 易于 扩散 和 流动 的 特 
性 。 对 茜 取 和 分 离 更 有 用 的 是 ， 在 临界 点 附近 温度 和 压力 的 微小 变化 会 引起 超 临 界 流体 密度 
的 显著 变化 ， 从 而 使 超 临 界 流体 溶解 物质 的 能 力 发 生 显著 的 变化 。 因 此 ， 通 过 调节 温度 和 压 
， 人 们 就 可 以 有 选择 地 将 样品 中 的 物质 蔡 取 出 来 。CO;, 不 仅 临 界 密度 (0.448g/cm”)〉 大 、 临 
温度 (31.06'C) 低 、 临 界 压力 (7.39MPa) 适中 ， 而 且 便 宜 易 得 、 无 毒 、 化 学 惰性 、 易 与 
产物 分 离 ， 因 此 是 目前 最 常用 、 最 有 效 的 超 临 界 流体 。 

与 一 般 液体 茜 取 技术 相 比 ，SCFE 技术 的 茶 取 速率 和 范围 更 为 理想 。 茜 取 过 程 是 通过 调 
节 温 度 和 压力 来 控制 与 溶质 的 杀 和 性 而 实现 分 离 的 。 其 特点 是 : 也 通过 调节 PP 可 提取 纯度 较 
高 的 有 效 成 分 或 脱出 有 害 成 分 ，@ 选 择 适 宜 的 溶剂 (如 CO) 可 在 较 低 温度 或 无 氧 环境 下 操 
作 ， 分 离 、 精 制 热 敏 性 物质 和 易 氧 化 物质 ，@)SCFE 具有 良好 的 渗透 性 和 溶解 性 ， 能 从 固体 
或 颖 稠 的 原料 中 快速 提取 出 有 效 成 分 ; 降低 超 临 界 流体 的 密度 , 容易 使 溶剂 从 产品 中 分 离 ， 
无 溶剂 污染 ， 且 回收 溶剂 无 相 变 过 程 ， 能 耗 低 ; @@ 兼 有 萃取 和 蒸馏 的 双重 功效 ， 可 用 于 有 机 
物 的 分 离 、 精 制 。 但 是 ，SCEFE 也 存在 缺陷 ， 如 茜 取 率 低 、 选 择 性 不 够 高 。 

2. 微波 辅助 禁 取 

微波 辅助 禁 取 又 叫 微 波 茜 取 ， 是 一 种 非常 具有 发 展 潜 力 的 新 的 禁 取 技术 ， 即 用 微波 能 加 
热 与 样品 相 接 触 的 溶剂 ， 将 所 需 化 合 物 从 样品 基体 中 分 离 出 来 并 进入 溶剂 ， 是 在 传统 禁 取 工 
艺 的 基础 上 强化 传 热 、 传 质 的 一 个 过 程 。 通 过 微波 强化 ， 其 禁 取 速度 、 茜 取 效 率 及 茜 取 质量 
均 比 常规 工艺 好 得 多 ， 因 此 在 禁 取 和 分 离 天 然 产 物 的 应 用 中 发 展 迅 速 。 

微波 茶 取 的 机 理 可 由 以 下 两 方面 考虑 中 ; 一 方面 微波 辐射 过 程 是 高 频 电 磁 波 穿 透 茜 取 介 
质 ， 到 达 植 物 物料 的 内 部 维 管束 和 腺 细胞 内 ， 由 于 物料 内 的 水 分 大 部 分 是 在 维 管束 和 腺 细胞 
内 ， 水 分 吸收 微波 能 后 使 细胞 内 部 温度 迅速 上 升 ， 而 溶剂 对 微波 是 透明 (或 半 透 明 ) 的 ， 受 
微波 的 影响 小 ， 温 度 较 低 。 连 续 的 高 温 使 其 内 部 压力 超过 细胞 壁 膨胀 的 能 力 ， 从 而 导致 细胞 
破裂 ， 细 胞 内 的 物质 自由 流出 ， 茜 取 介质 就 能 在 较 低 的 温度 条 件 下 捕获 并 溶解 ， 通 过 进一步 
过 滤 和 分 离 ， 便 获得 禁 取 物料 。 男 一 方面 ， 微 波 所 产生 的 电磁 场 可 加 速 被 茜 取 部 分 问 禁 取 溶 
剂 界面 的 扩散 速率 ， 用 水 作 溶 剂 时 ， 在 微波 场 下 ， 水 分 子 高 速 转动 成 为 激发 态 ， 这 是 一 种 高 
能 量 不 稳定 状态 ， 或 者 水 分 子 汽 化 ， 加 强 茜 取 组 分 的 驱动 力 ; 或 者 水 分 子 本 身 释 放 能 量 回 到 
基态 ， 所 释放 的 能 量 传 递 给 其 他 物质 分 子 ， 加 速 其 热 运 动 ， 缩 短 禁 取 组 分 的 分 子 由 物料 内 部 
扩散 到 禁 取 溶剂 界面 的 时 间 ， 从 而 使 茜 取 速率 提高 数 倍 ， 同 时 还 降低 了 茜 取 温度 ， 最 大 限度 
地 保证 萃取 的 质量 。 

微波 萃取 机 理 的 另 一 种 描述 为 55: 由 于 微波 的 频率 与 分 子 转动 的 频率 相关 联 ， 所 以 微波 
能 是 一 种 由 离子 迁移 和 偶 极 子 转动 引起 分 子 运 动 的 非 离 子 化 辐射 能 。 当 它 作 用 于 分 子 时 ， 促 
进 了 分 子 的 转动 运动 ， 若 此 时 分 子 具 有 一 定 的 极 性 ， 便 在 微波 电磁 场 作用 下 产生 瞬时 极 化 ， 
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并 以 24.5X10 次/s 的 速度 做 极 性 变换 运动 , 从 而 产生 键 的 振动 、 撕 裂 和 粒子 之 间 的 相互 摩擦 、 
磁 撞 ， 促 进 分 子 活性 部 分 ( 极 性 部 分 ) 更 好 地 接触 和 反应 ， 同 时 迅速 生成 大 量 的 热能 ， 促 使 
细胞 破裂 ， 使 细胞 液 溢出 来 并 扩散 到 溶剂 中 。 在 微波 场 中 ， 不 同 物质 的 介 电 常数 、 比 热 、 形 
状 及 含水 量 的 不 同 ， 会 导致 各 种 物质 吸收 微波 能 的 能 力 的 不 同 ， 其 产生 的 热能 及 传递 给 周围 
环境 的 热能 也 不 同 ， 这 种 差异 全 得 划 取 体系 中 的 鞭 上 组 分 或 革 体 物质 的 革 些 区 二 被 迁 择 人 加 
热 ， 从 而 使 被 茜 取 物质 从 基体 或 体系 中 分 离 出 来 ， 进 入 到 介 电 常数 小 、 微 波 吸 收 能 力 差 的 茜 
取 剂 中 。 

3.， 加 速溶 剂 茶 取 " 

1995 年 由 Richter 等 人 提出 了 ee de 该 方法 通过 提 
高 温度 和 增加 压力 来 进行 有 机 溶剂 的 自动 禁 取 ， 是 一 种 采用 常规 溶剂 、 在 较 高 的 温度 和 较 大 
的 压力 下 用 溶剂 蔡 取 固体 或 半 固 体 的 新 颖 的 样品 前 处 理 方法 ,该 方法 利用 升 高 的 温度 和 压力 ， 
以 增加 物质 溶解 度 和 溶质 扩散 效率 ， 提 高 禁 取 效率 。 具 有 溶剂 用 量 少 ， 操 作 简 单 ， 禁 取 效 率 
高 ， 使 用 方便 灵活 ， 操 作 安 全 可 靠 ， 巷 取 残 留 少 ， 样 品 回收 率 高 等 突出 优点 ， 已 被 美国 国家 
环保 局 批准 为 EPA3545 号 标准 方法 。 

当 温 度 升 高 时 ， 水 的 溶解 度 增加 ， 有 利于 这 些微 孔 的 可 利用 性 。 温 度 的 提高 能 极 大 地 减 
弱 由 范 德 华 力 、 毛 键 、 溶 质 分 子 和 样品 基质 活性 位 置 的 侦 极 吸引 力 所 引 起 的 溶质 与 基质 之 间 
的 很 强 的 相互 作用 力 ; 能 加 速溶 质 分 子 的 解析 动力 学 过 程 ， 减 小 解析 过 程 所 需 的 活化 能 ， 使 
溶质 从 基质 中 解吸 并 快速 进入 溶剂 ， 能 降低 溶剂 和 样品 基质 之 间 的 表面 张力 ， 使 溶剂 更 好 地 
进入 样品 基 质 ， 有 利于 被 禁 取 物 与 溶剂 的 接触 。 当 增 加 压力 时 ， 液 体 对 溶质 的 溶解 和 Eb 力 远大 
于 气体 对 溶质 的 溶解 能 力 ， 而 且 增 加 压力 也 能 提高 溶剂 的 沸点 ， 使 溶剂 在 茜 取 过 程 中 始终 保 
持 液 态 。 
同 传统 的 茜 取 方法 相 比 ， 加 速溶 剂 茜 取 具有 茜 取 时 间 短 和 溶剂 使 用 量 少 的 特点 。 在 处 型 
时 间 上 ， 传 统 的 索 氏 提取 需 4 一 48h， 自 动 索 氏 提 取 为 1~~4h， 超 临界 流体 茜 取 、 微 波 茜 取 也 
需 0.5$ 一 1h; 而 加 速溶 剂 萃取 缩短 了 样品 前 处 理 的 时 间 ， 仅 需 12 一 20min， 大 大 提高 了 残留 检 
测 的 效率 。 在 溶剂 使 用 量 方面 , 传统 的 索 氏 提取 为 200 一 500ml， 自 动 索 氏 荣 取 为 S0 一 100ml， 
超 临 界 流体 萃取 为 130 一 200ml1， 即 使 是 微波 萃取 也 要 消耗 25 一 50ml; 而 加 速溶 剂 茜 取 仅 需 
15ml， 溶剂 的 消耗 量 降低 900% 以上, 不 仅 减 少 了 残留 检测 的 成 本 ,而 且 由 于 溶剂 量 的 减少 加 
快 了 样品 前 处 理 中 提纯 和 浓缩 的 速度 ， 进 一 步 缩短 了 分 析 时 间 。 男 外 ， 加 速溶 剂 茜 取 通过 提 
高 温度 和 增加 压力 来 进行 禁 取 ， 减 少 了 基质 对 溶质 (被 提取 物 ) 的 影响 ， 增 加 了 溶剂 对 溶质 
的 溶解 能 力 ， 使 溶质 较 完 全 地 提取 出 来 ， 提 高 了 残留 检测 中 的 萃取 效率 和 样品 的 回收 率 。 
4. 亚 临 界 水 蔡 取 "" 
亚 临 界 水 禁 取 技术 是 近 10 年 来 刚刚 发 展 起 来 的 一 种 新 兴 的 提取 分 离 技 术 ， 具 有 提取 时 
间 短 、 茜 取 效 率 高 、 环 境 友 好 等 技术 优势 ， 亚 临界 水 茜 取 技术 作为 植物 有 效 成 分 提取 分 离 的 
新 方法 近年 来 得 到 了 迅速 发 展 ， 是 一 种 很 有 潜力 开发 成 为 工业 化 生产 的 绿色 提取 技术 。 

茜 取 原理 : 在 常温 常 压 下 ， 水 是 极 性 很 大 的 溶剂 ， 能 很 好 地 溶解 极 性 化 合 物 ， 但 对 低 极 
性 化 合 物 的 溶解 性 很 低 。 在 适度 的 压力 下 ， 将 水 加 热 到 100'C 以 上 临界 温度 (374'C〉 以 下 的 
高 温 ， 水 体 仍然 保持 在 液体 状态 ， 这 种 水 称 为 亚 临 界 水 ， 也 称 之 为 高 温水 、 超 加 热 水 、 高 压 
热 水 或 热 液态 水 。 亚 临界 水 的 物理 、 化 学 特性 与 常温 常 压 下 的 水 有 较 大 差别 ， 随 着 温度 的 升 
高 ， 水 的 极 性 、 表 面 张力 和 黏度 都 急剧 下 降 ， 对 中 极 性 和 非 极 性 化 合 物 的 溶解 能 力 会 大 大 增 
加 ， 其 性 质 更 接近 于 有 机 溶剂 。 亚 临界 水 物理 、 化 学 特性 的 改变 主要 与 流体 微观 结构 的 氢 键 、 
离子 水 合 、 离 子 缔 合 、 簇 状 结构 的 变化 有 关 。 随 着 温度 的 升 高 ， 亚 临界 水 的 氧 键 被 打开 或 减 
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弱 , 水 的 介 电 常数 很 容易 降低 。 水 在 常温 常 压 下 介 电 常数 约 为 80, 而 升温 升 压 至 230C、5MPa 
时 ， 水 的 介 电 常数 降低 到 27， 这 个 值 和 25'C、0.1MPa 下 的 乙醇 相同 ， 这 表明 亚 临 界 水 对 中 
极 性 和 非 极 性 化 合 物 具有 一 定 的 溶解 能 力 。 因 此 ， 通 过 调节 亚 临 界 水 的 温度 和 压力 ， 使 水 的 
极 性 在 较 大 范围 内 变化 ， 就 可 以 选择 性 地 茜 取 无 机 或 有 机 物质 、 极 性 或 非 极 性 有 机 物质 。 表 
11-10 列 出 几 种 常用 有 机 溶剂 在 常温 常 压 下 的 介 电 常数 以 及 水 在 不 同 温度 下 的 介 电 和 常数 。 由 
于 亚 临 界 水 茜 取 是 以 价 廉 、 无 污染 的 水 作为 茜 取 剂 ， 而 且 具 有 较 好 的 渗透 与 溶解 能 力 ， 因 此 
亚 临 界 水 茜 取 技 术 被 视 为 绿色 环保 、 前 景 广阔 的 一 项 变革 性 技术 。 


水 和 有 机 溶剂 的 介 电 常数 D 



































































































































































































































溶 剂 介 电 常数 a ( 常温 常 压 ) 温度 /人 水 的 介 电 常 数 e ( 5MPa ) 

正己 烷 1.89 50 71 
葵 2.27 100 56 
- 氧 甲烷 8.93 150 45 
丙酮 20.7 200 35 
乙醇 24 250 27 
醇 33 300 22 

水 80 400 8 











5. 基质 固 相 分 散 ” 
基质 固 相 分 散 技术 是 Barker ”在 1989 年 首次 提出 并 给 予 理 论 解释 的 一 种 快速 样品 处 理 
技术 。 该 技术 的 原理 是 利用 分 散剂 (通常 为 Cis 或 Cs 键 合 硅胶 ) 颗粒 的 机 械 剪 切 力 将 基质 分 
散 ，Cils 键 合 相 破坏 脂 质 的 细胞 膜 ， 使 细胞 成 分 释放 在 填料 中 重新 分 布 ， 样 品 基质 和 待 测 组 分 
按照 极 性 相似 相 溶 的 规律 分 布 在 填料 的 表面 。 小 的 极 性 分 子 与 填料 表面 未 被 键 合 的 硅烷 醇 结 
合 或 形成 氧 键 ， 大 的 弱 极 性 分 子 则 分 散在 键 合 相 /组 织 基 质 形成 的 两 相 物 质 表 面 。 由 于 待 分 析 
组 分 具有 大 的 比 表 面积 ， 从 而 可 与 洗 脱 溶剂 充分 作用 ， 少 量 的 浴 剂 即 可 有 较 高 的 提取 率 。 其 
基本 过 程 是 将 (固态 、 半 固态 或 液态 ) 样品 直接 与 分 散剂 按 样品 与 填料 的 比例 大 体 为 1 : 4 
一 起 混合 和 研磨 ， 制 成 半 固 态 物 质 ， 装 柱 后 用 类 似 固 相 蔡 取 的 方式 用 洗 脱 剂 淋 洗 。 根 据 作用 
原理 ， 样 品 匀 浆 和 提取 在 同一 过 程 完 成 ， 因 而 减少 了 样品 预 处 理 步 又 ， 降 低 了 溶剂 消耗 ， 使 
分 析 速 度 得 到 提高 ， 更 可 适 于 自动 化 分 析 。 

影响 基质 回 相 分 散 的 因素 主要 有 分 散剂 种 类 和 淋 洗 剂 的 选择 。 分 散剂 载体 的 孔径 大 小 
对 样品 预 效 果 没 有 明显 影响 , 而 载体 粒 径 大 小 则 是 相对 较 重 要 的 影响 因素 。 粒 径 在 3 一 20hm 
时 不 易 洗 脱 ， 粒 径 太 大 会 使 表面 积 太 小 ， 总 的 吸附 能 力 减 弱 ， 净 化 效果 变 差 ， 大 多 数 情 况 
下 ， 以 使 用 粒 径 为 40pm 的 载体 为 宜 。 目 前 常用 固 相 载体 为 反 相 键 合 相 填 料 ， 以 Cis 用 得 最 
多 ， 也 有 使 用 Cs 和 Cso 的 ， 还 有 采用 氮 丙 基 硅 胶 、 正 相 填 料 和 非 键 合 分 散剂 〈 如 硅 碳 镁 土 、 
氧化 铝 和 硅胶 )、 一 些 惰性 的 物质 〈 如 沙 、 硅 洛 土 或 Celite) 代替 正 相 或 反 相 填料 的 。 除 了 
以 上 的 常规 吸附 剂 外 ， 还 有 一 些 专属 性 强 的 分 散剂 ， 如 含 碳 高 分 子 材料 、 分 子 印迹 聚合 物 
等 。 在 选择 洗 脱 溶剂 时 应 考虑 到 该 溶剂 对 目标 分 析 物 的 提取 率 及 专属 性 ， 并 能 与 后 续 的 分 
析 测 定 方法 相 适 应 等 因素 。 洗 脱 深 剂 的 选择 与 分 析 物 和 载体 键 合 相 的 性 质 密切 相关 。 当 分 
散剂 为 反 相 填料 时 ， 洗 脱 剂 一般 选 用 乙 且 或 甲醇 ， 当 分 散剂 为 正 相 填料 或 非 极 性 物质 时 ， 
一 般 选 用 正己 烷 、 二 氧 甲 烷 等 。 当 目标 分 析 物 具有 中 等 或 高 极 性 时 ， 可 选用 乙 脐 、 丙 酮 、 
乙酸 乙 酯 、 甲 醇 及 水 -乙醇 等 。 另 外 ， 洗 及 溶剂 应 优先 考虑 选择 那些 对 人 体 危害 小 、 成 本 低 
并 对 环境 污染 低 的 品种 。 
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第 四 节 。 柱 上 富 集 

柱 上 富 集 可 以 分 为 液 相 色谱 柱 上 富 集 和 毛细 管 电泳 柱 上 富 集 。 液 相 色 谱 柱 上 富 集 与 固 相 
茜 取 原理 基本 相同 ， 此 处 不 再 作 过 多 讨论 ， 主 要 介绍 毛细 管 电泳 柱 上 富 集 。 
毛细 管 电 色 谱 柱 上 富 集 可 以 分 为 进 样 过 程 富 集 和 连续 堆积 两 类 。 样 品 溶液 与 运行 绥 冲 溶 
液 组 成 存在 差别 时 ， 可 能 会 导致 溶质 分 子 作 用 力 场 的 改变 或 溶质 形态 的 变化 ， 造 成 溶质 在 两 
区 带 中 的 迁移 速率 存在 差别 ， 使 溶质 在 柱 内 输 运 过 程 中 的 分 布 改 变 ， 区 带 被 压缩 或 拉 仲 。 不 
仅 可 以 通过 调节 两 区 带 化 学 组 成 和 操作 条 件 等 手段 来 实现 溶质 在 电 色谱 柱 内 的 富 集 ， 也 可 以 
采用 改变 固定 相 性 质 的 手段 达到 使 样品 在 柱 内 不 同 区 域 迁 移 速 率 不 同 ， 进 而 达到 样品 局 部 堆 
积 的 目的 。 连 续 堆 积 技术 的 原理 与 进 样 富 集 类 似 ， 一 般 可 以 认为 是 进 样 过 程 富 集 在 整个 分 离 
过 程 中 的 延续 。 

根据 济 容 质 在 电 色谱 柱 中 的 输 运 特征 ， 通 过 调节 样品 溶液 和 运行 缓冲 溶液 组 成 ， 并 选择 适 
宣 的 操作 条 件 ， 可 以 达到 较 好 的 柱 内 富 集 目的 。 电 色谱 柱 内 富 集 机 制 包括 自 富 集 、 国 相 微 节 
取 、 场 增强 等 多 种 过 程 。 

1. 场 放大 作用 

当 运 行 缓冲 液 的 离子 强度 大 于 样品 溶液 的 离子 强度 时 ， 作 用 在 后 者 上 的 电场 强度 要 大 于 
前 者 。 因此, 带电 溶质 在 样品 区 带 内 的 迁移 速率 相对 较 快 , 而 进入 流动 相 区 带 后 速度 要 降低 ， 
从 而 导致 溶质 在 两 区 带 的 界面 处 发 生 堆 积 

2. 有 机 调节 剂 对 场 强 的 影响 
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当 样 品 溶液 与 流动 相 中 有 机 调节 剂 浓 度 不 同时 ， 介 电 常 数 也 不 同 ， 从 而 会 导致 两 区 段 场 
强 的 差异 。 与 离子 强度 引起 的 场 增强 效应 相同 ， 这 一 作用 会 导致 带电 溶质 在 两 区 带 中 的 迁移 
速率 不 同 ， 从 而 使 样品 在 两 区 带 界面 处 发 生 堆 积 


3， 固 相 微 蔡 取 过 程 

毛细 管 电 色谱 与 毛细 管区 带电 泳 的 主要 差别 为 在 前 者 的 柱 内 存在 固定 相 ， 因 此 流动 相 的 
组 成 直接 影响 溶质 在 两 相间 的 分 配 。 
对 于 带电 溶质 ， 在 进 样 过 程 中 ， 由 于 固定 相 样 品 容量 有 限 ， 可 以 认为 在 进 样 完成 后 ， 溶 
质 在 柱头 固定 相 中 达到 饱和 。 这 一 过 程 相 当 于 在 柱头 进行 了 一 次 固 相 微 蔡 取 过 程 。 

对 于 中 性 溶质 ， 在 超 长 时 间 进 样 的 情况 下 ， 柱 头 固 定 相 中 的 溶质 可 能 会 达到 饱和 ， 产 生 
类 似 于 固 相 微 蔡 取 的 溶质 堆积 现象 。 

4. 自 富 集 

与 高 效 液 相 色谱 柱头 进 样 过 程 相似 ， 在 和 毛细管 电 色谱 进 样 完成 后 ， 由 于 溶质 在 固定 相 表 
面 的 吸附 作用 ， 溶 质 在 柱 内 并 非 均 匀 分 布 。 同 毛细 管区 带电 泳 相 比 ， 游 质 吸 附 导 致 的 堆积 使 
样品 区 带 长 度 压 缩 ， 且 分 布 不 均匀 ， 因 此 不 能 简单 地 把 这 一 区 带 视 为 攀 形 进 样 区 带 。 从 统计 
意义 上 讲 ， 样 品 分 布 变化 导致 谱 带 方差 改变 ， 使 进 样 谱 带 相对 较 窗 ， 一 般 称 之 为 “ 自 富 集 ” 
作用 。 
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在 场 增 强 进 样 下 ， 和 带电 溶质 在 两 区 带 的 边界 处 也 存在 相似 的 效应 。 溶 质 进入 到 流动 相 区 
带 后 ,速度 迅速 减 慢 ,， 随后 的 迁移 过 程 与 一 般 的 毛细 管 电 色谱 过 程 相当 。 但 从 进 样 的 角度 讲 ， 
溶质 在 固定 相 与 流动 相间 的 分 配 同 样 导 致 “ 自 富 集 ” 作 用 ， 使 溶质 在 运行 区 带 中 的 真实 进 样 
长 度 与 理论 结果 相 比 较 短 。 

5. 样品 区 带 压 缩 作用 

当 样 品 溶液 与 流动 相 不 同时 ， 在 样品 区 带 和 流动 相 区 带 内 浴 质 在 两 相间 的 分 配 系数 不 
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同 。 尤 其 在 运行 缓冲 溶液 具有 较 强 的 洗 脱 强度 时 ， 进 样 完 成 后 ， 运 行 缓冲 溶液 将 保留 在 固定 






























































相 上 的 样品 区 带 迅速 洗 胶 。 这 一 过 程 与 毛细 管 胶 束 电动 色谱 中 “ 扫 ” 的 富 集 作用 相同 。 
6. 溶质 形态 的 改变 














利用 








反应 以 改变 其 物理 

















理化 学 性 





























溶质 在 样品 溶液 与 运行 流动 相 ! 
带电 性 质 差别 较 大 时 ， 其 在 两 
质 形 态 的 方法 有 调节 两 区 带 的 pH 或 络 合 剂 利 


























形态 的 不 同 ， 可 进行 样品 富 
区 带 内 的 迁移 速度 差异 较 大 ， 此 时 富 集 人 





当 不 同形 态 的 溶质 
用 尤为 显著 。 改 变 溶 





集 。 








类 和 浓度 。 


第 五 节 衍生 化 方法 
衍生 化 是 指 采用 特殊 的 化 学 试剂 (一 般 称 作 标记 试剂 或 衍生 化 试剂 与 待 测 物 发 生化 学 
































续 结构 况 
































上 定 。 衍 生化 最 常见 的 类 型 是 加 入 发 色 团 /荧光 团 使 不 能 被 检测 的 被 测 物 能 够 进行 检 
测 ， 或 者 提高 其 检测 灵敏 度 ， 降 低 检测 限 。 
目前 液 相 色 谱 最 常 配 备 的 检测 器 有 











、 化 学 性 能 ， 从 而 增强 其 分 析 测 定 的 方法 。 衍 生化 技术 在 高 效 液 相 色 谱 分 
析 中 得 到 了 广泛 的 应 用 。 其 主要 目的 包括 : 提高 竺 分析 物质 的 检测 灵敏 度 或 者 降低 其 检测 限 ; 
将 不 适 于 液 相 色谱 分 析 的 物质 转变 成 为 易于 用 液 相 色谱 分 析 的 衍生 物 ; 通过 改善 化 合 物 的 物 
能 以 改变 其 选择 性 从 而 改善 分 离 ， 通 过 衍生 化 改善 待 测 物 的 结构 鉴定 性 能 ， 利 于 后 
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紫外 检测 器 、 荧 光 检 测 器 、 电 化 学 检测 器 等 。 根 据 所 




















采用 的 检测 技术 不 同 ， 可 分 为 紫外 衍生 化 、 荧 光 衍 生化 、 电 化 学 衍生 化 等 。 如 果 根 据 衍生 化 





场所 的 不 同 ， 贝 











衍生 和 在 线 的 柱 后 衍生 。 








一 、 基 于 检测 技术 的 衍生 化 方法 
1 紫外 衍生 


在 液 相 色谱 分 析 中 ， 紫 外 检测 器 是 使 ) 




















则 不 能 采用 紫外 检测 器 进行 检测 ， 


外 吸收 或 紫外 吸收 很 弱 的 物质 能 够 被 紫外 检 


























1 可 分 为 柱 前 衍生 化 、 柱 后 衍生 化 等 。 目 前 的 液 相 色 谱 技 术 多 采用 离线 的 柱 前 






























































j 最 广泛 的 检测 技术 。 不 具有 紫外 吸收 的 物质 














因此 ， 采 




















j 衍 生化 是 必 不 可 少 的 。 为 了 使 一 些 没有 紫 























则 器 所 检测 ,通过 衍生 化 反应 在 这 些 物质 中 





引入 有 强 紫 外 吸收 的 发 色 团 ， 从 而 使 得 其 衍生 物 可 被 紫外 检测 器 所 检测 ， 即 称 为 紫外 衍 








生化 。 























紫外 衍生 化 试剂 主要 包括 两 部 分 : 第 一 ， 


























于 与 待 测 物 反 应 的 活性 官能 团 ; 第 二 ， 产 生 
以 


理 
紫外 吸收 的 发 色 团 。 发 色 团 应 具有 较 大 的 摩尔 吸收 系数 ， 从 而 尽 可 能 提高 检测 灵敏 度 ， 降 低 
































背景 干扰 。 常 用 的 紫外 发 色 团 归纳 如 表 11-11 所 示 。 
常用 紫外 发 色 团 













































































基 团 名 称 结构 式 最 大 吸收 波长 wavynm 摩尔 吸收 系数 szs4 

SN NO, 4 

2,4- 二 硝 基 茶 》 四 >10 
DN 

茶 甲 基 《ca 254 200 

对 硝 基 苯 甲 基 on 人 Yc 265 6200 
ON 

3,5- 二 硝 基 茶 甲 基 Or 一 过 10 
ON 
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基 团 名 称 结构 式 最 大 吸收 波长 Awaynm 摩尔 吸收 系数 szs4 
O 
茶 甲 酸 酶 Cp 230 =1000 
NO=—= 
O 
对 甲苯 栈 ek > 236 5400 
9 ~ 人 
O 
对 毛茶 甲 酸 酯 了 236 6300 
NO 一 
A 
对 硝 基 茶 甲酸 酯 ON 人 pt 254 >10* 
SO 一 
3 0 
对 甲 氧 基 葵 甲酸 酯 CH:O Sm 262 16000 
7 NO 一 
O 
AN/ 
东 甲 酰 甲 基 CY 250 约 104 
NCH 一 
O 
f 
对 省 莱 甲 酰 甲 基 Br )— 260 18000 
~~~cCH,— 
O 
AN 
a- 蔡 甲 酰 甲 基 C 248 12000 
CEH 一 
区 二 
7- 硝 基 -2,1,3- 茶 并 氧 杂 喇 二 哗 Re 380 37400 
NO 















































除 上 述 表 格 中 描述 的 紫外 衍生 基 团 以 外 ， 近 年 来 发 展 的 紫外 衍生 基 团 还 有 对 甲 氧 基 茶 
酰基 、3,5- 二 硝 基 三 氟 甲 茶 、 对 硝 基 茶 、1- 二 甲 氮 基 葵 -$- 磺 酰基 、1- 蔡 异 硫 氰 酸 酯 、1- 甲 基 
啉 四 氟 硼 酸 基 、 乙 酰 氨基 葵 磺 酰基 等 。 
紫外 衍生 化 反应 往往 需要 选择 反应 产 率 高 、 重 复 性 较 好 的 反应 。 如 果 过 量 试剂 存在 会 干扰 
续 的 色谱 分 析 ， 则 需要 对 衍生 后 样品 进行 预 处 理 。 此 外 ， 还 要 注意 反应 介质 对 紫外 吸收 的 影响 。 

2. 荧光 衍生 

荧光 检测 灵敏 度 比 紫外 检测 器 可 高 3 个 数量 级 ， 因 此 特别 适合 于 痕 量 样品 的 分 析 。 荧 光 
检测 具有 高 灵敏 度 、 高 选择 性 以 及 试剂 用 量 少 等 特点 。 但 是 ， 绝 大 多 数 物 质 自身 不 能 发 射 荧 
光 ， 往 往 需 要 台 光 衍生 化 试剂 通过 化 学 反应 在 待 测 物 中 引入 荧光 发 色 团 ， 从 而 实现 待 测 物 的 
荧光 检测 。 常 见 的 荧光 衍生 试剂 归纳 如 表 11-12 所 示 。 


EIBW 常用 荧光 衍生 化 试剂 
化 学 名 称 简 称 结构 式 应 用 范围 


N\ 
| 这 
1- 二 甲 氨 基 茜 -5- 磺 酰氯 “| 丹 磺 酰氯 (DNS-CI) CC 几 
A es 
N 
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续 表 
化 学 名 称 简 称 结构 式 应 用 范围 
HC~ CH 
RS 
本 本 丹 磺 酰 脐 SS C—O 
Ee : 蒜 -5- 兢 2 
\ 基 茜 -5- 贷 酰 肝 CDNS-hydrazine ) | by R 
RCHO 
SONIIN11， 
ni 
六 We RNH,; 
4- 茶 基 螺 [ 哮 哺 -2(3 友 -1- i H 
酌 酰 ]-3.3“ 二 柄 菊 光 腕 〈fluram ) 让 R9 cooH 
pe NH, 
0 
i CHD R— tcooH 
邻 葵 二 甲醛 OPA | 
CHO NH, 
CH;Br 
4- 省 甲 基 -7- 甲 氧 SA 
Br-Mmc a SS RCOOH 
基 香 豆 素 | 
Rea 
CHN， 
9- 章 基 重 氮 甲 烷 ADAM | RCOOH 
HO OH 
bi }) i SS RNH, 
SS -和 H 
菊 光 素 异 硫 氨 酸 酯 FITC 和 Sy 
本 NED 
9 NN—C—8 
H 
N-[p-( 葵 -1,3- 氧 氮 杂 成 )- -一 人 N 
BIPM RSH 
茶 ] 马 来 酰 亚 胺 二 N 
Cl 
RNHED 
es 0 AT 2 = 
4 氧 对 硝 基 荣 一 氧 二 毛 Re ee Db RN 
杂 茂 SS SN a 
R 
NO, 
CHO 
R 一 C 一 COOH 
2,3- 蔡 二 醛 NDA | 
CHO NH,; 
a 0 省 
3-(2- 呐 喃 酰基 )- 轿 和 .0 R 一 C 一 COOH 
啉 -2- 儿 醛 FQCA i i > 
AP NH 
SN elo ? 
NO, 
a RNH, 
4- 扬 -7- 硝 基 -2,1,3- AAA R 
茉 并 氧 杂 咀 二 只 名 so 、NH 
bts RN R 二 
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化 学 名 称 简 称 结构 式 应 用 范围 
SO:NHY 
-N 
7- 气 -2,1,3- 茶 并 氧 杂 嗓 二 区 
) RSH 
- 唑 -4- 磺 酸 锐 起 Sh ea 
io 
5- 碳 乙酰 胺 荧光 素 人 二 
OS SOK 
3 厂 - 叫 吹 ,1-[(4- 送 葵 基 ) a 省 让 
基 ]-2-[3-[1-[(4- 羧 某 基 ) a a RNH, 
日 基 ]-1,3- 二 氧 -3,3- 二 日 pd ~ 
基 -5- 磺 酸 基 -2 瓦 - 叫 吹 -2- Sb-cy3-NHS 让 性 R 一 C 一 COOH 
亚 基 ]-1- 丙 烯 基 ]-3,3 0 x 0 i 
基 -5- 磺 酸 基 -(9 氧 ) 的 N- WD 2 
痉 基 下 珀 酰 亚 胺 活性 栈 yy eh 
a tl 











3.， 电 化 学 衍 
液 相 色谱 和 高 选择 性 等 特点 ， 在 分 析 化 学 中 得 到 了 广泛 应 
电化 学 活性 则 不 能 被 检测 ， 
































j 。 但 是 电化 学 检测 器 只 能 检测 电化 学 活性 物质 , 如 果 待 测 物 不 
忆 此 必须 采用 电化 学 衍生 。 电 化 学 衍生 化 是 指 待 测 样品 与 茶 些 电化 学 衍生 试剂 反应 从 而 生成 

有 电化 学 活性 的 衍生 物 ,以 使 其 在 电化 学 检测 器 上 有 检测 的 技术 。 硝 基 具 有 较 好 的 电化 学 活 
性 ， 因 此 ， 带 有 确 基 的 衍生 试剂 得 到 广泛 应 用 ， 并 可 与 活性 的 羟基 、 氨 基 、 凑 基 和 凑 基 等 化 
合 物 反 应 ， 生 成 电化 学 活性 衍生 物 ， 表 11-13 列 出 了 一 些 常 见 的 电化 学 衍生 试剂 。 


常用 的 电化 学 衍生 试剂 
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试剂 结构 式 简 称 可 反应 的 化 合 物 
ON p ROH 
CS DNBC R、 
el NH 
ON RA 
je R 
on _ Yo 人 SNPA DN 
二 R 
0 
R. 
ANH 
NO， RA 
DNFB 
ON F 0 
NH, 
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分 析 化 学 手册 ' 6 液 相 色谱 分 析 
试剂 结构 式 简 称 可 反应 的 化 合 物 
R 
Ne 
MNO, 0 ANH 
| R 
DONO Yo s or DNBS 家 
| R 一 C 一 COOH 
0 | 
NH, 
NCH(CH;Y 
oN you-o-c 
一 NCIIKCI3 PNBDI RCOOH 
1 
ON 一 人》 choBr PNBB RCOOH 
RCHO 
NO， 四 
on_( 9 ww EH 下 
RT NR 


二 、 人 衍生 化 技术 
1. 柱 前 衍生 

柱 前 衍生 化 是 指 待 测 物 在 液 相 色谱 
的 方法 。 柱 前 衍生 化 是 目前 应 用 最 为 广 
大 的 自由 度 。 
村 
不 受 衍生 化 反应 的 动力 学 限制 ， 直 至 档 
任意 选 定 最 优化 的 衍生 化 反应 条 件 ; 
反应 形成 的 副 产 物 可 进行 预 处 理 
前 衍生 化 的 主要 缺点 在 于 操作 过 
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分 离 前 


泛 的 衍 


月 
J 
月 





前 衍生 化 其 优势 主要 表现 在 如 果 所 用 试剂 、 符 


程 较 烦 和 











相 
产物 有 可 能 会 对 色谱 分 离 
的 杂质 会 造成 大 

另外 柱 前 衍生 化 中 样 
想 的 衍生 化 反应 产物 在 预 处 理 过 各 


四. 一 


于 一 





下 wm 








品 量 的 探 
中 不 











E 经 衍生 ， 再 
E 技 术 。 与 村 





可 外 
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能 发 生 














过 各 
性 质 稳定 。 待 测 物 经 柱 前 如 



































衍生 后 ， 
溶剂 可 通过 冷冻 干燥 
过 加 入 其 他 试剂 使 之 反应 而 消除 。 
2. 柱 后 衍生 
柱 后 衍生 化 是 指 待 分 析 样品 















































实现 衍生 化 ， 最 后 进入 检测 器 检测 的 衍生 化 技术 。 柱 后 衍生 化 是 液 相 色谱 中 比较 常 





利 





[方式 。 
同 桩 前 衍生 化 相 比 ， 柱 后 衍 




















E 化 











行为 ， 人 为 影响 较 少 ， 利 于 实现 分 析 的 上 


离 检测 。 
同时 柱 后 簿 和 





E 化 也 具 - 





有 的 缺点 是 衍 


有 的 优点 是 : 








动 化 ; 
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E 化 条 人 








f 先 经 液 相 色 谱 进行 分 离 ， 再 于 反应 器 中 与 衍生 试剂 


j 测 物 及 衍 和 9 
和 品 衍生 反应 完全 ; 为 了 使 衍生 反应 尽 可 
反应 的 溶剂 可 不 必 与 1 
步骤 降低 或 消除 。 
冰 ， 有 
造成 较 大 影响 ， 导 致 方法 的 精密 度 降低 ， 衍 4 
F 扰 峰 ， 增 加 了 方法 的 复杂 性 
央 、 试 剂 的 纯度 以 及 衍生 产物 的 储存 条 件 需 特别 注意 。 
化 学 性 质 的 转变 ，;# 
E 色 谱 分 离 前 往往 需要 一 些 必需 的 预 处 型 
E 除 ， 也 可 通过 液 液 萃取 或 其 他 分 离 步 骤 来 处 : 


反应 的 习 

















根据 衍生 物 的 性 质 进 行 分 离 检测 
后 衍生 化 相 比 ， 柱 前 衍生 具有 更 
































E 产 物 均 能 稳定 存在 ， 该 方法 
能 完全 ， 可 以 


用 元 


色谱 分 离 流 动 相 相 匹配 ， 且 衍生 





[eA 
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致 待 测 物 的 损失 ;衍生 形成 的 副 
E 物 的 降解 和 可 能 引入 


已 
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谱 分 








在 色 








离 过 程 
步骤 : 如 过 
量 的 衍生 试剂 
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昌 ， 过 
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的 一 




















层 . 


E 现 性 好 ， 不 影响 被 测 物 的 色谱 








未 被 衍 


的 化 合 物 若 有 吸收 ， 可 同时 进行 分 
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1 度 受 到 限 舍 
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配备 特定 的 反 
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应 装置 及 附属 设备 ;增加 的 特定 反应 装置 常会 造成 峰 扩 展 ， 导 致 分 离 度 降低 ， 过 上 
剂 的 降解 产物 可 能 造成 干扰 。 
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一 、 蛋 白质 

3 
核糖 核酸 酶 A、 细胞 色素 c 和 伴 刀 豆 球 蛋 白 A 色谱 
分 离 图 口 
色谱 峰 : 1 一 核糖 核酸 酶 A，2 一 细胞 色素 c;，3 一 伴 刀 豆 球 蛋 白 A 
色谱 柱 : BetaBasic C18〈150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A. 0.05% 三 气 乙 酸 水 溶液 B. 0.05% 三 氟 乙 酸 乙 睛 溶液 
梯度 : 0 一 15min，10%B 一 90%B 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (220nm) 

10 15 

Hmin 

| 
牛 血 清白 蛋白 B- 淀 粉 酶 和 去 铁 铁 蛋 白色 谱 分 离 图 品 
色谱 峰 : 1 一 牛 血 清白 蛋白 ，66kD; 2 一 B- 淀 粉 酶 ，200kD; 3 一 去 铁 铁 蛋 

，443kD 
色谱 柱 : BioBasic C4 (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 ，B. 0.1% 三 氟 乙 酸 乙 且 浴 液 
梯 度 : 0 一 30min,，25%B 一 100%B 
流 速 : 1.25ml/min 
ee 柱 温 : 室温 
5 入 检测 器 : UV (254nm) 








第 二 和 草 生物 样品 




















T 二 v 到 T T T T T T T 了 v v 时 T T .0 
时 | 5 10 1S 2 人 pe] 
fiNIm 


色 氨 酸 、 胰 岛 素 、 细 胞 色素 、 牛 血清 蛋白 和 鸡 卵 白 蛋 白色 谱 分 离 图 中 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
流 速 : 
检测 器 : 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
流 速 : 
检测 器 : 























1 一 色 氮 酸 ， 2 一 胰岛 素 ，3 一 细胞 色素 ; 4 一 牛 血清 蛋白 ; 5 一 鸡 卵 白 蛋 
Hypersil APS (100mmX4.6mm, Sum) 















































A. 0.1% 三 气 乙 酸 的 水 溶液 ; B. 0.1% 三 氟 乙 酸 +1% 丙 醇 
0 一 2.5min 一 Smin-~~25min，0%B 一 0%B 一 10%B 一 70%B 
1.0ml/min 
UV (280nm) 
2 
T T T L 
了 5 I0 15 20 
fimin 


伴 清 蛋 白 、 饰 清 蛋 白 和 大 豆 胰 蛋白 酶 抑制 剂 色谱 分 离 图 站 







































































1 一 伴 清 蛋白 ; 2 一 卵 清和 蛋白 ; 3 一 大 豆 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 

HyperREZ XPSAX (50mmX4.6mm) 

A. 10mmol/L Tris HCl, pH=8.0; B. A+0.35mol/L NaCl 

0 一 20min，0%B 一 100%B 

1.0ml/min 

UV (280nm) 

1 

3 

活性 蛋白 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 IgG 抗体 ，2 蛋 
色谱 柱 : HyperREZ XP SAX (50mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 0.02mol/L 三 乙醇 胺 , pH=7.5; B. 0.5mol/L NaCl, pH=7.5 
梯 度 : 0 一 20min，0%B 一 80%B 
流 速 : 1.0ml/min 

' ' | 检测 器 : UV (280nm) 

ay S20 


tmin 


313 | 
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| 314 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 








2) 


0 20 0 40 30 的 


Rnmin 


人 的 免疫 球 蛋白 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 免疫 球 蛋 白 M; 2 一 免疫 球 蛋 白 A; 3 一 免疫 球 蛋 白 G 
色谱 柱 : YMC-PACK-300+diol 200 (500mmX 8.0mm) 
流动 相 : 0.1mol/L NaHPO4-NazHPO4 缓 冲剂， 含有 0.1mol/L 硫 酸 钠 ，pH=6.8 
流 速 : 0.7ml/min 
柱 温 : 室温 (24'C) 
丛 ” 测 : UV (280nm) 
进 样 量 : 60ul (0.33mg/ml) 


















































Bm 


甲状 腺 球 蛋 白 等 的 色谱 分 离 图 ( pH=7.0 ) 名 

















; 4 一 肌 红 和 蛋白; 5 一 氰 外 维生素 









































色谱 峰 : 1 状 腺 球 和 蛋白 ，2 一 两 种 球 和 蛋白 ;3 一 卵 
色谱 柱 : Shodex KW-802.5 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : 50mmol/L 磷 酸 盐 组 冲剂 +0.3mol/ 世 氧化 钠 
流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 

检测 器 : Shodex UV (280nm) 
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minm 


甲状 腺 球 蛋 白 、 醛 缩 酶 、 牛 黄 清 蛋 和 卵 清 蛋 白色 谱 分 离 图 外 








柱 温 : 
检测 器 : 









































生计 状 腺 球 蛋 白 ，2 一 醛 缩 酶 ; 3 一 牛黄 清 蛋 白 ，4 一 卵 清 蛋 白 ，5 一 过 氧 物 酶 ; 






































6 一 腺 苷 酸 激酶 ，7 一 肌 红 蛋白 ，8 一 核糖 核酸 酶 a，9 一 抑 肽 酶 ，10 一 维生素 Bi 








EShodex KW-802.5 (300mm XxX 8.0mm) 
用 : 50mmol/L 磷 酸 盐 组 冲剂 +0.3mol/L 氧 化 钠 


: 1.0ml/min 


室温 
Shodex UV (220nm) 





» 10 20 30 
Pmin 


核糖 核酸 酶 A、 胰 岛 素 、 细 胞 色素 c 色谱 分 离 图 站 































































































色谱 峰 : 1 一 核糖 核酸 酶 A; 2 一 胰岛 素 ; 3 一 细胞 色素 c; 4 一 溶菌 酶 ，5 一 牛 血清 白 蛋 白 :; 6 一 肌 红 
蛋白 ，7 一 卵 清 蛋 

色谱 柱 : Shodex rspak rp18-415 (150mmX4.6mm) 

流动 相 ; A. 0.1% 三 氟 乙 酸 溶液 - 乙 有 睛 《体积 比 =99 : 1); 
B. 0.1% 三 气 乙 酸 溶液 - 乙 膊 (体积 比 =5 : 95) 

梯 度 : 0 一 25min,，20%B 一 60%B 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 

检测 器 : UV (220nm) 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 











小 > 








RnmIm 
鸡蛋 中 的 伴 清 蛋白 、 卵 清 蛋 白 、 溶 菌 酶 色谱 分 离 图 四 
1 一 伴 清 蛋 白 ; 2 一 卵 清 蛋 白 ; 3 一 溶菌 酶 
Shodex PROTEIN KW-803 (300mm xX 8.0mm) 
50mmolL 的 磷酸 钠 缓冲 液 10.3molL NaCl，pH=7.0 
1.0ml/min 
室温 
UV (280nm) 
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OS TO LS 3 MI 
tmin 


伴 清 蛋白 、 转 铁 蛋 白 、 孵 白 蛋 白 和 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 色谱 分 离 图 名 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 



























































1 一 伴 清 和 蛋白; 2 一 转 铁 蛋 白 ; 3 一 卵 白 蛋白 ; 4 一 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 
Shodex IEC qa-825 (75mm X 8.0mm) 

A. 20mmol/L 哌 嗪 盐酸 缓冲 液 ，pH=6.0; B. A+0.5mmol/L 握 化 钠 
在 10min 内 由 A 一 B〔( 线 性 ) 

1.0ml/min 

室温 

UV (280nm) 
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Ea 


fnlin 


肌 红 蛋白 、 胰 蛋白 酶 原 等 的 色谱 分 离 图 四 










































































































































































色谱 峰 : 1 一 肌 红 蛋白 ; 2 一 胰 蛋 白 酶 原 ; 3 一 核糖 核酸 酶 A; 4 一 a- 蛋白酶 :，5 一 细胞 色素 c; 6 一 溶 
菌 酶 
色谱 柱 : Shodex IEC sp-420n (4.6mmX35mm) 
流动 相 : A. 20mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 溶液 ，pH=7.0; B.A+0.5mmol/L 握 化 钠 
梯 ” 度 : 由 A 经 10min 后 改 为 B 
流 速 : 1.5ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (280nm) 
ca | | | 
5 6 7 8 9 10 11 2 3 1 
PPTIn 
蛋白 -十 二 烷 基 磺 酸 钠 复合 物 的 毛细 管 电泳 -UV 峰 “ 
色谱 峰 : 1 一 溶菌 酶 ，2 一 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ，3 一 碳酸 酝 酶 ，4 一 卯 清 蛋白 ，5 一 血清 蛋白 ;6 一 磷酸 
化 酶 ;7 一 8- 半 乳糖 苷 ，8 一 肌 球 蛋 
色谱 柱 : 毛细 管 (内径 50nm， 有 效 长 度 19 cm， 总 长 度 26 cm ) 

















流动 相 : 美国 伯乐 CE-SDS 运 行 缓冲 液 




















进 样 浓度 : 2mg/ml 








进 样 条 件 : 10kV，20s 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 







































































8 10 12 8 0 的 各 8 10 12 
En tmin emin 
ta) tb] [9] 
ES 卵 清 蛋白 等 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 状 腺 球 蛋 白 ; 2 一 醛 缩 酶 ，3 一 牛 血清 蛋白 ; 4 一 卵 清和 蛋白 ; 5 一 卵 清 蛋白 ; 6 一 腺 苔 











色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 









































酸 激酶 ，7 一 肌 红 蛋 白 ，8 一 核糖 核酸 酶 A，9 一 抑 肽 酶 ，10 一 氨 
E: Shodex PROTEIN KW-802.5 (a)，KW-803 (b), KW-804 (c) (300mm xX 8.0mm) 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 











50mmol/L 的 磷酸 钠 缓冲 液 +0.3mmol/L NaCl，pH=7.0 











铬 胺 素 






































1.0ml/min 
室温 
UV (220nm) 
2 5 10 15 20 
HIM 
[ES 加 人 血清 蛋白 质 色谱 分 离 图 外 
; 5 


: 1 一 纤维 蛋白 原 ; 2 一 a2 巨 球 和 蛋白 ; 3 一 IgG; 4 一 转 铁 蛋 
7 一 抗 胰 和 蛋白 酶 ;8 红 重 
Shodex PROTEIN KW-803 (300mmX 8.0mm) 
50mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 +0.3mol/L NaCl，pH=7.0 
1.0ml/min 

室温 


UV (280nm) 

































































纤 溶 酶 原 ; 6 
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4 0 ——————————————asQ eee} 
9 一 KW-803 
SB-803 HQ -OF-SL HO 
一 一 SP-8031TO 
下 
pe 
ks 
GF-SIO 1 
1 0+ 1 1 上 
11 13 1S I 19 21 
5 Mn 






1 
1 





流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





RW-803 





< 
Pk 
De 
《Ah 
La 
己 
Le 
‘in 
2 
> 
Cn 

om 


EMIN 

区 ES 回 不同 色谱 柱 对 蛋白 质 分 析 的 比较 谱 图 加 
1 状 腺 球 蛋 白 ( 牛 );，2 一 yy- 球 蛋白 〈( 牛 );， 3 一 卵 清 蛋 白 ( 鸡 ); 4 一 肌 红 和 
5 一 握 钴 胺 素 

















( 马 ); 











pl 


















































: Shodex OHpak SB-803 HQ (300mm XxX 8.0mm); 


Shodex Asahipak GF-510 HQ (300mm X7.5mm); 
Shodex PROTEIN KW-803 (300mm xX 8.0mm) 
0.2mol/L 磷 酸 钠 缓冲 液 ，pPH=6.9 

0.5ml/min 

30°C 

UV (280nm) 








3) ls 30 45 


HL 
网 人 血清 蛋白 色谱 分 离 图 局 
1 一 IgG 抗 体 ，2 一 转 铁 蛋白 ; 3 一 (未 知 ); 4 一 血清 白 蛋 


















































EF: Shodex IEC qa-825 (75mmX 8.0mm) 
用 : A. 20mmol/L 的 Tris-HCIl 绥 冲 液 (介质 ); B. A+0.5mol/L 毛 化 钠 
: 0 一 60min，100%A 一 50%B 


1.0ml/min 


: 室温 


: UV (280nm) 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 














T T 

















5 10 15 
tmin 
EE 亲 和 素 色谱 图 
色谱 柱 : Shodex PROTEIN KW-804 (300mmX 8.0mm) 流 速 : 1.0ml/min 
流动 相 : 磷酸 钠 缓冲 液 10.3molL NaCl，pH=7.0 检测 器 : UV (254nm) 
柱 温 : 30C 
具 S 
c 
日 
» 3 6 9 
Amm 
区 加 5 回 血红蛋白 A、F、S、C 色谱 分 离 图 [3] 
色谱 柱 : Shodex IEC sp-420n (35mmX4.6mm) 流 速 : 1.5ml/min 
流动 相 : A. 20mmol/L 的 MES 缓 冲 液 ，pH=5.6; 柱 温 : 室温 
B. A+0.5mol/L 人 硫酸 钠 检测 器 : UV (415nm) 


梯 度 : 0 一 30min,，5%B 一 100%B 


1 











1 1 
0 A) 40) oO 
Hnin 


细胞 色素 、 肌 红 蛋 白 等 的 色谱 分 离 图 外 






































色谱 峰 : 1 一 细胞 色素 ce; 2 一 肌 红 和 蛋白; 3 一 核糖 核酸 酶 A; 4 一 卵 白 蛋 白 ; 5 一 溶菌 
6 一 Q- 胰 凝 乳 蛋 
色谱 柱 : TSK-GEL HIC, pH=8.14 (75mmX8.0mm) 柱 温 : 室温 






































流动 相 : A.，0.1mol/L 磷酸 钠 缓冲 区 ，pH=7.0; 流 速 ; 1.0ml/min 
B.A+1.8mol/L 硫酸 铵 检测 器 : UV (280nm) 


梯 度 : 0min 一 60min,，5%B 一 100%B 





人 
站 mim 

















Pimin 
许 税 液 & 。。 泛 脱 流 B 
下 站 
f WE 





zhmin 


肌 红 蛋 白 、 核 糖 核酸 酶 A 等 的 色谱 分 离 图 四 
核糖 核酸 酶 A; 3 





牛 血清 蛋白 单 体 、 


普 峰 ; 





检测 器 


国 世 8 同 < 反应 蛋白 色谱 分 离 图 站 
色谱 柱 : Shodex AFpak APE-894 (50mmX 8.0mm) 
8》 酸 缓冲 液 (PH=7.0) +0.15mol/L 氧 





梯 度 
流 速 : 
: Shodex UV (280nm ) 
柱 温 : 


检测 器 


色谱 峰 ; 

色谱 柱 : 
流 速 : 
检测 器 : 


色谱 柱 ; 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
: UV (280nm) 











1 一 肌 红 和 蛋白; 2 
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Q- 蛋 


酶 ，4 一 溶菌 本 














Shodex Asahipak es-502c 7C (100mmX7.5mm) 


0.05% 三 气 乙 酸 
1.0ml/min 
UV (280nm) 












































1 一 牛 血 清 寻 


清 蛋 白 单 体 


的 三 聚 体 ; 2 一 牛 





















































清 蛋 





二 聚 体 、 三 聚 体 色谱 分 离 图 四 


的 三 聚 体 ; 3 一 牛 


Shodex PROTEIN KW-803 (300mm xX 8.0mm) 





50mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 +0.3mol/L NaCl， 


1.0ml/min 


室温 


























A. 三 羟 甲 基 和 氨基 甲烷 盐 
化 钠 +lmmolL 和 氧化 钙 ; 

B. A+2.0mol/L 磷 酸 胆 碱 

Omin—30min, 5%B—100%B 


1.0ml/min 








室温 


pH=7.0 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 

















tiniin 


血红 蛋白 指纹 色谱 分 离 图 门 





: 1 一 血红 素 ; 2 一 肤 氨 酸 ;，3 一 丝氨酸 ;4 一 甘氨酸 ;5 一 丙 氨 酸 
EF: HyperREZ XP 的 RP300 (50mmX4.6mm，5hmy) 
站: A. 三 气 乙 酸 - 乙 膊 -水 (体积 比 =0.1 : 5 : 95) 




















B. 三 气 乙 酸 - 乙 有 峭 -水 (体积 比 =0.1 : 95 : 5) 


: 0 一 30min，319%5B 一 48%B 
: 1.0ml/min 
: UV (280nm) 








ee 
30 


Re 
41) 


tnin 


胰岛 素 和 胰 蛋 白 的 色谱 分 离 图 站 
1 一 胰岛 素 ; 2 一 a- 胰 和 蛋白; 3 一 B- 胰 蛋 
Shodex HIC ph-814 (75mmX 8.0mm) 
A. 1.8molL 硫酸 铵 ， B. 0.1mol/L 磷酸 钠 缓冲 液 ，pH=3.0 
0 一 60min，10%B 一 100%B 
1.0ml/min 
25°C 
UV (280nm) 
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3 
| 
sy 
中 3 核糖 核酸 酶 、 胰 岛 素 等 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 核糖 核酸 酶 A; 2 一 胰岛 素 ; 3 一 细胞 色素 C; 4 一 溶菌 酶 ; 
5 一 牛 血 清白 蛋白 ，6 红 蛋 白 ; 7 一 卵 清 蛋 白 
色谱 柱 : Shodex rspak rp18-415 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 溶液 - 乙 膊 (体积 比 =99 : 1) 
B. 0.1% 三 气 乙 酸 溶 液 - 乙 膊 (体积 比 =5 : 95) 
梯 度 : 0 一 25min,，20%B 一 60%B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
» 10 区 3a0 仁 测 器 : UV (220nm) 


Amim 
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{cy {dy 
甲状 腺 球 蛋白 等 标准 蛋白 质 色 谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 状 腺 球 蛋 白 ，2 一 Y- 球 蛋白 ，3 一 牛 血清 蛋白 ，4 一 卵 清 蛋 白 ，5 一 过 氧化 物 酶 ， 
6 一 B- 乳 球 蛋白 ;7 一 肌 红 蛋白 ，8 一 核糖 核酸 酶 A，9 一 抑 肽 酶 ，10 一 握 钴 胺 素 

色谱 柱 : Shodex KW402.5-4F (a)，KW403-4F (b)，KW404-4F (c), KW405-4F (d) (300mm X 4.6mm) 
流动 相 : 50mmolEL 的 磷酸 钠 缓冲 液 10.3moLIL NaCl，pH=7.0 
流速: 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (220nm) 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 
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3 T 
和 21) 
min 


T 
了 0 


胰岛 素 和 胰 蛋 白 酶 分 析 色 谱 图 四 



















































































Fh 剂 ，pH=7.0; 


























烷 缓冲 液 13mmoVL 谷 胱 甘 肽 ， 





B 


色谱 峰 : 1 一 胰岛 素 ; 2 一 o- 胰 蛋白 ，3 一 B- 胰 蛋 
色谱 柱 : Shodex HIC，pH=8.14 (75mmX 8.0mm) 
流动 相 : A. 1.8mol/L 人 硫酸 馈 ;，B. 0.1molL 磷酸 钠 缓冲 液 ，pH=3.0 
梯 度 : 0 一 60min,，10%B 一 100%B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25°C 
检测 器 : UV (280nm) 
入 EB 
| | 
四 10 20 30 40 
AmIm 
纤维 连接 蛋白 色谱 分 离 图 加 
色谱 柱 : Shodex AFpak AGE-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 ， A. 50mmol/L 三 产 甲 基 氨 其 甲 烷 盐酸 缓冲 液 +0.01mol/L 氧化 钠 ，pH=7.4; 
B. A+4mol/L 尿 素 
梯 度 : 0 一 40min，10%B 一 100%B 
流 速 : 0.3ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : Shodex UV (280nm) 
谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 色谱 分 离 图 加 
色谱 柱 : Shodex AFpak AGT-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 ，A. 22mmol/L 磷酸 盐 缓 六 
B. 50mmol/L 三 羟 甲 基 氨 基 
pH=9.6 
| EN 梯 度 : 0 一 8min，A; 8 一 20min， 
2 流 速 : 1.0ml/min 
LU 柱 温 : 室温 
: ' T T 检测 器 : UV (260nm) 
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纤维 蛋白 原色 谱 分 离 图 加 
色谱 柱 : Shodex AFpak AGE-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 : A. 0.05molL 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 - 盐 酸 缓冲 液 +0.1Smol/L 
氧化 钠 ，pH=8.0; 
B. A+0.1mol/L 甲 基 甘 露 糖苷 



























































A|| PR 
| Ny 梯 度 : 0 一 20min,，A; 20 一 60min,， B 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 室温 
ne 检测 器 :UV (280nm) 
0 20 40 的 
FImin 


ly 





































































































3 4 
区 EE 要 风 ”细胞 色素 、 肌 红 和 蛋白 等 的 色谱 分 离 图 局 
色谱 峰 ，1 一 细胞 色素 C， 2 一 肌 红 蛋白 ，3 一 核糖 核酸 酶 A，4 一 多 
蛋白 ; 5 一 溶菌 酶 ，6 一 a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 
| 色谱 柱 : Shodex HIC，pH=8.14 (75mmX 8.0mm) 
a0 


40 如 流动 相 : A. B+1.8mol/L 硫 酸 贸 ; B. 0.1mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pPH=7.0 
zhmin 梯 度 : 0min 一 60min,，10%B 一 100%B 


1 
2 
3 
4 种 蛋白 质 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 :， 1 一 甘氨酸 -甘氨酸 - 丙 氨 酸 ，2 一 甘氨酸 -甘氨酸 - 亮 氮 酸 ; 
3 一 亮 氨 酸 脑 啡 状 ，4 一 蛋氨酸 脑 啡 肽 
色谱 柱 : Shodex Asahipak ODP (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 0.05% 三 气 乙 酸 水 溶液 - 乙 膊 (体积 比 =80 : 20) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
r 检测 器 :UV (210nm) 


T T T TT 
和 202 
tnin 
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3 10 20 
六 mmIm 
乳 清 蛋白 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 y- 乳 白 蛋 白 ，2 一 B- 乳 白 蛋 白 A，3 一 B- 乳 白 蛋 白 B 
色谱 柱 : Shodex RSpak RP18-415 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 ; B. 含 0.1% 三 氟 乙 酸 的 乙 且 溶 液 
梯 度 : 0 一 30min，30%B 一 50%B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (220nm) 







































































Sa] 



































(ARS 2 de 


0 10 20 30 
amin 
胰岛 素 等 色谱 分 离 图 由 
色谱 峰 : 1 一 核糖 核酸 酶 a (93%);， 2 一 胰岛 素 (98%); 3 一 细胞 色素 c (100%); 4 一 溶菌 酶 (100%); 
5 一 牛 血 清白 蛋白 98%); 6 一 肌 红 蛋 白 (108%); 7 一 卵 清 蛋 
色谱 柱 : Shodex RSpak RP18-415 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 - 乙 膊 (体积 比 =99 : 1); B. 0.1% 三 氟 乙 酸 - 乙 有 情 (体积 比 =5 : 95) 
度 : 0 一 25min，20%B 一 60%B 
流 速 : 1.0ml/min 
温 
器 




























































































温 : 室温 
: UV (220nm) 





流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





梯 上 度 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 


色谱 峰 : 


色谱 柱 ; 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
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nin 


牛 、 鸡 和 马 的 蛋白 色谱 分 离 图 
1 状 腺 球 蛋 白 ( 牛 ); 2 一 y- 球 蛋白 ( 牛 ); 3 一 卵 白 蛋白 ( 鸡 ); 4 一 肌 红 蛋白 ( 马 ); 
5 一 维生素 B1， 
(a) Shodex OHpak SB-803 HQ (300mm X 8.0mm); (b) Shodex Asahipak GF-510 HQ 
(300mmX7.6mm); (c) Shodex KW-803 (300mmX 8.0mm) 































































































0.2mol/L 人 磷酸 盐 缓 冲剂 
0.5ml/min 
30°C 
UV (280nm) 

0 20 各 60 

pmm 

区 对 。 镍 白 蛋 白色 谱 分 离 图 中 
1 一 和 蛋白质; 2 一 谷 胱 甘 肽 
Shodex AFpak ACA-894 (50mm xX 8.0mm) 




















A. 0.02molL 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 盐 酸 缓冲 液 (PH=7.4) +0.5mol/ 工 氧化 钠 
B. A+0.05mol/L cx- 甲 基 -D (+) -葡萄 糖苷 

0 一 60min，10%B 一 100%B 

0.3ml/min 

UV (280nm) 


室温 
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ui 














T 
o 1 
AmIm Amim 


(by ic) 


小 肽 的 混合 模式 色谱 柱 与 反 相 色谱 柱 、 离 子 交 换 色谱 柱 分 离 对 照 四 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 


流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 




















1 一 纹 氨 酸 -葡萄 糖 -葡萄 糖 - 丙 氨 酸 -葡萄 糖 ，2 一 葡萄 糖 - 丙 氨 酸 -葡萄 糖 ，3 一 丙 氮 酸 -葡萄 
糖 -丝氨酸 -葡萄 糖 ; 4 一 精 氮 酸 - 冬 氮 酸 ;5 一 甘氨酸 -组 氨 酸 - 赖 氨 酸 ;6 一 精 氮 酸 - 且 氨 酸 - 
赖 氨 酸 - 膊 氮 酸 
(a) Shodex Asahipak GS-320 HQ 〈300mmX7.6mm ); 
(b) ODS 反 相 柱 ; 
(c) 离子 交换 柱 
50mmol 氏 乙酸 铵 缓冲 液 ，pPH=6.7 
0.5ml/min 

30°C 

UV (220nm) 








检测 器 : 





EF: Shodex RSpak RP18-415 (150mmX4.6mm) 
旧 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 - 乙 膊 (体积 比 =99 : 1); B. 0.1% 三 气 乙 酸 - 乙 且 〈 体 积 比 =5 : 95) 
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心 二 -并 
0 0 20 
mm 


B- 乳 球 蛋 白色 谱 分 离 图 站 








EF: Shodex Asahipak ES-502N 7C (100mmX7.6mm) 
上 用: A. 20mmol/L 哌 嗪 ，pH=5.0; B. A+300mmol/L 握 化 钠 
: 0 一 60min，10%B 一 100%B 


1.0ml/min 
30°C 
UV (280nm) 

















[0 10 20 30 
Emm 


区 EE 可) 蛋白 质 回收 色谱 分 离 图 
1 一 核糖 核酸 酶 43，2 一 胰岛 素 ，3 一 细胞 色素 c; 4 一 溶菌 酶 ，5 一 牛 血清 白 蛋 白 ，6 一 肌 红 


蛋白 ; 7 一 卵 清 蛋 



















































































0 一 23min，20%B 一 60%B 
1.0ml/min 

室温 

UV (220nm) 
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3 
a 2 SR 
1 2 3 和- - 呈 3 Ee 4 
一 一 : 一 一 一 一 -一 一 一 一 一 一 一 - - 1 
I 12 I4 18 18 20 
tmin 


面筋 中 蛋白 色谱 图 加 
色谱 峰 : 1 一 大 高 分 子 蛋白 ; 2 一 小 高 分 子 蛋白 ; 3 一 大 的 单 体 蛋 白 ; 4 一 小 的 单 体重 
色谱 柱 : sec-s4000 (330mmX7.8mm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 -三 氟 乙 酸 〈 体 积 比 =50 : 50 : 0.1) 
进 样 量 : 10ul 
流 速 : 0.5ml/min 
检测 器 : UV (210nm) 





人 































































































imin 


氨基 酸 未 水 解 样 品 色谱 图 吕 





色谱 峰 : 1 一 苏 氮 酸 ; 2 一 谷 氨 酸 ; 3 一 甘氨酸 ;4 一 丙 氨 酸 ; 5 一 半 胱 氨 酸 ; 6 一 纺 氨 酸 ; 7 一 异 


酸 ; 8 一 亮 氮 酸 ，9 一 赖 氨 酸 
色谱 柱 : Diamonsil C18 (250mmX4.6mm，5hm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =80 : 20) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25C 
检测 器 : UV (254nm) 

























































































3 
2 
1 
es 人 
Hiniin 
EE 风 。 动物 白 蛋 白色 谱 分 离 图 叶 
色谱 峰 : 1 一 鸡 卵 清白 蛋白 ; 2 一 小 牛 血 清白 蛋白 ; 3 一 肌 红 和 蛋 
色谱 柱 : Agilent SEC-5 (300mmX7.8mm，5mm) 
流动 相 : 0.15mol/L 磷 酸 氧 二 钠 -磷酸 二 氧 钠 缓冲 液 ，pH=7.0 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 23'C 
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P= ET a EN 


1 35 s0 7S 100 135 
min 

蜂王 幼虫 水 溶性 蛋白 质 凝 胶 过 滤 色 谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 王浆 蛋白 ; 2 一 精 氨 酸 激酶 
色谱 柱 : Agilent ZORBAX SB-C8 
流动 相 : 甲醇 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (280nm) 


















































i RE TS me 六 
2 20 4 60 3 100n L120 
Pimin 


鸡肉 蛋白 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 甲状 腺 球 蛋 白 ; 2 一 y- 球 蛋白 ; 3 一 卵 清 蛋 白 ; 4 一 肌 红 和 蛋白; 5 一 核糖 核酸 酶 A 
色谱 柱 : Waters C18 
流动 相 : 乙 且 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (310nm) 
















































































> 


D 5 10 15 20 

NT 

奥 彰 布 宁 对 映 体 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 DL- 酷 氨 酸 ，2 一 DL- 色 氮 酸 
色谱 柱 : Agilent C18 (75pm) 
流动 相 : 四 和 氧 号 喃 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (320nm) 
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站 mim 


DL- 茶 丙 氨 酸 与 芬 氟 拉 了 明 的 色谱 分 离 图 名 



































色谱 峰 : 1 一 DL- 茶 丙 氨 酸 ，2 一 芬 氛 拉 明 
色谱 柱 : Agilent C18 (75pm) 
流动 相 : 四 氧 叶 喃 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (380nm) 

0 10 20 30 

Himn 
蛋白 激酶 可 溶性 组 分 的 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 杂 蛋 白 ; 2 一 可 溶性 组 分 
色谱 柱 : SuperoseTM6IIR (30mmX 10mm) 
流动 相 : 0.05mol/L 磷 酸 钾 溶 液 ， 含 0.15molL 氧 化 钠 
流 速 : 0.2ml/min 
检测 器 : UV (280nm) 

a et: 

ein 
各 种 胰岛 素 混合 物 的 RP-HPLC 峰 谱 图 多 

色谱 峰 : 1 一 间 ; 2 一 牛 胰岛 素 ; 3 一 重组 人 胰岛 素 类 似 物 ; 4 一 人 胰岛 素 ; 5 一 猪 胰 岛 素 ; 6 一 A21 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 












































脱 氨 人 人 胰岛素; 7 一 A21 脱 毛猪 胰岛 素 

Spherisorb ODSI[ (100mmX4.6mm) 
0.2molL 硫 酸 盐 缓冲 液 - 乙 有 睛 《体积 比 =75 : 25)，pH=2.3 
0.8ml/min 

UV (280nm) 




















< 
el 


AmIm 


合成 聚合 物 ( 聚 茶 乙 烯 -二 乙烯 基 葵 ) 色谱 柱 对 5 种 肽 的 分 离谱 图 中 



























































Hmin 





章鱼 素 ; 5 一 神经 紧张 素 


同型 半 胱 氨 酸 / 谷 胱 甘 肽 色谱 分 离 图 口 
同型 半 胱 氨 








1 一 半 胱 氨 酸 ;2 一 还 原 性 半 胱 氮 酸 ;3 
酸 ;， 4 一 还 原型 谷 胱 甘 肽 (GSH) 
BetaBasic C18 (150mm X4.6mm, Sum) 
乙 且 -0.1mol/L 磷 酸 二 氧 钾 深 液 〈 体 积 比 =5 : 95)， 
pH=2.1 

1.0ml/min 

这 光 (hex=385nm，Aem=515nm) 


CLIP 和 促 肾 上 腺 皮质 激素 色谱 分 离 图 





主 : Hypersil WP300 (100mmX4.6mm， 
旧 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 - 水 ;，B. 0.1% 三 所 乙酸 - 乙 且 
: 0 一 2Smin， 


: 1 一 CLIP (氨基 酸 18 一 39); 2 一 促 肾上腺 皮质 激素 ( 氨 


基 酸 1 一 39) 
Sum) 








15%B 一 40%B 


1.0ml/min 


: UV (220nm) 


色谱 峰 : 1 一 催产 素 ，2 一 组 激 肽 ; 3 管 紧 张 素 II; 4 
色谱 柱 : VYDAC 259VHP5415 (PS-DVB，150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 15min 内 由 15% 乙 有 捕 +0.1% 三 氟 乙 酸 至 30% 乙 有 睛 +0.1% 三 氛 乙 酸 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (280nm) 
二 、 和 氨基 酸 
3 
和 
图 12-51 
色谱 峰 : 
p> 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
1 
一 一 流 速 : 
仿 测 器 ; 
10 个 检测 器 : 
min 
上 
色谱 峰 
色谱 柱 
流动 相 
梯度 
流 速 : 
LD SR er 测量 
a 5 [eo 1 20 25 检测 器 
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2 
2 
T T T T T T T T 
1 3 5 学 9 
Wan 
区 和 氨基 茶 甲酸 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 对 氨基 茶 甲 酸 ，2 一 对 氨基 马 尿 酸 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 : Hypersil Duet C18/SAX (250mmX4.6mm) 检测 器 : UV (254nm) 














流动 相 : 甲醇 -0.1mol/L 乙 酸 缓冲 液 〈 体 积 比 =50 : 50) 











mm 
EE 葵 丙 氨 酸 色谱 分 离 图 上 
色谱 峰 : 1 一 茶 丙 氨 酸 ，2 一 8-(3- 葵 并 噬 吟 ) 丙 氨 酸 ，3 一 L- 酷 氨 酸 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 























流动 相 : 甲醇 -0.05mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 〈 体 积 比 =65 : 35)，pH=1.5 























流 速 ; 0.6ml/min 检测 器 : UV (210nm) 
[Re 
4 
1 2 3 4 3 6 
tinm 
EE 4 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 ， 1 一 鸟 氨 酸 ，2 一 蛋氨酸 ，3 一 葵 丙 氨 酸 ; 流速 : 7.0ml/min 
4 一 色 氨 酸 检测 器 : ESI 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX0.3mm，5pm) 柱 温 : 400C 
流动 相 : A. 水 +0.1% 甲 酸 ，B. 乙 且 -0.1% 甲 酸 电压 : 4.5kV 



































梯 度 : 0 一 5min,，7%B 一 100%B 








梯度 : 
流 速 : 
柱 温 : 
位 测 器 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
仁 ” 测 : 
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tinin 

3 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 站 
1 一 赖 氨 酸 ;，2 一 苏 氨 酸 ，3 一 异 亮 氨 酸 
HyPURITY™MADVANCE (150mmX4.6mm, Sum) 
0.1% 三 氟 乙 酸 -甲醇 《体积 比 =98 : 2) 
lml/min 
25:G 
UV (215nm) 
































1 10 20 
FMIN 


甘氨酸 - 幼 氨 酸 等 二 肽 色谱 分 离 图 唱 

















: 1 一 甘氨酸 - 线 氮 酸 ; 2 一 茶 丙 氨 酸 -甘氨酸 ; 3 一 两 所 酸 -甘氨酸 ;4 一 纺 氨 酸 - 苯 丙 氮 酸 ; 5 


酷 氨 酸 - 亮 氨 酸 


FE: Shodex rspak de-613 (150mmX 6.0mm) 


A. 0.05% 的 三 氟 乙 酸 溶液 - 乙 有 睛 《体积 比 =96 : 4); 
B. 0.05% 的 三 气 乙 酸 溶液 - 乙 膊 (体积 比 =75 : 25) 
0 一 30min，10%B 一 100%B 

1.0ml/min 

30°C 

UV (220nm) 
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2 
1 
r T T T T T 
中 5 10 13 20 2 30 
min 


复合 模式 色谱 柱 分 析 多 肽 名 
色谱 峰 : 1 一 谷 氨 酸 ; 2 一 精 氨 酸 ，3 一 上 甘 氨 酰 ，4 一 精 氮 酸 的 精 赖 且 
色谱 柱 : Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mmX7.5mm) 
流动 相 : 30mmol/ 工 乙酸 铵 缓冲 液 ，pH=6.7 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (220nm) 








D NH, 
pp O UH 
rr )0 

1 








MN NIL, ~ OH HN ~ 
. 2 pp OH 
4 5 
DO、 ,OH 
A 
HO” ~ 
1 Qo 
入 on 


WH, 
6 





Fn 


色 氨 酸 、 苏 氨 酸 等 的 色谱 分 离 图 四 

















色谱 峰 : 1 一 2- 氨 基 -5- 羟 基 茶 甲酸 ，2 一 色 氨 酸 ;，3 一 异 亮 氨 酸 ;4 一 蛋氨酸 ，5 一 苏 氨 酸 ;，6 一 苏 氨 酸 
色谱 柱 : ZIC®-HILIC (150mmX4.6mm，3.5hmy) 

流动 相 : 80% 乙 有 睛 +20% 乙 酸 铵 水 溶液 

流 速 : 0.75ml/min 

E 温 : 40'C 

进 样 量 : 50hl 
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mm 


多 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 天 门 冬 氨 酸 -丝氨酸 -天 门 冬 氮 酸 - 且 氨 酸 - 精 氮 酸 ， 2 一 精 氮 酸 -甘氨酸 - 谷 氮 酸 -丝氨酸 ; 
3 一 苏 氨 酸 -丝氨酸 - 赖 氨 酸 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : A. 0.1% 甲 基 哌 啶 水 溶液 :B. 乙 且 -0.1% 甲 基 哌 啶 水 溶液 
梯 度 : 0 一 10min，20%B 一 100%B 






























































速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : +ESI MS 
控 头 温度 : 400'C 
电 压 : 4.5kV 




















2) 2 4 6 人 10 12 14 
rmih 

色 氨 酸 、 栈 氨 酸 和 上 -多 巴 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 色 氨 酸 ，2 一 酷 氨 酸 ，3 一 L- 多 巴 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (3hm，100A) PEEK (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 有 睛 -25Smmol 江 乙酸 匀 缓 冲 液 〈 体 积 比 =80 : 20)，pH=6.8 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 23'C 
检测 器 : UV (220nm) 
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O 
~ Fou S. 
1 NH < 
0 ~Ol 
py 
| 
| A pF EN PR 
5 2 4 6 8 1 12 14 
avi 
于 焦 谷 氨 酸 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 焦 谷 氮 酸 ; 2 一 杂质 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (250mmX4.6mm，5hm，200A) 
流动 相 : A，10mmolL 磷 酸 钊 ，pH=3; B. 100% 乙 且 
梯 度 : 0 一 10min 一 20min 一 25min，18%A 一 18%A 一 40%A 一 40%A 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (210nm) 
1 
5 10 15 20 
Pimin 
攻 攻 同色 氨 酸 、 酷 氨 酸 和 4- 二 羟基 茶色 谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 色 和 氨 酸 ; 2 一 酷 氨 酸 ， 3 一 4- 二 羟基 茶 
色谱 柱 : SeQuant@ZIC@-cHILIC (150mmX4.6mm，1lhm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =80 : 20) 
流速 : 0.4ml/min 
柱 温 : 23°C 
检测 器 : UV (254nm) 


色谱 柱 





流 速 : 


柱 温 
检测 器 





色谱 峰 : 


色谱 柱 : 


Eo 
织 前 茵 到 


F 
检测 
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1 TTA 
HiC 下 人 人 。 
C10 
『 T A 5 T 
0) 1 六 3 4 六 
kimin 
三甲 基 甘 氨 酸 色谱 图 站 
Shodex Asahipak NH;P-50 4E (250mm XxX 4.6mm) 
水 - 乙 胶 体积 比 =25 : 75) 
1.0ml/min 
40°C 
RI 
18 
3 0 


Pmim 
攻略 18 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 虽 
1 一 天 冬 氨 酸 ; 2 一 苏 氨 酸 ; 3 一 丝氨酸 ; 4 一 谷 氨 酸 ; 5 一 且 氨 酸 ; 6 一 上 甘氨酸; 7 一 丙 氨 酸 ; 
8 一 半 胱 氨 酸 ，9 一 缴 氨 酸 ;，10 一 蛋氨酸 ; 11 一 异 亮 氨 酸 ;12 一 亮 氮 酸 ; 13 一 栈 氨 酸 ，14 














茶 丙 氨 酸 ，15 一 赖 氨 酸 ，16 一 氨 ;17 一 组 氨 酸 ; 18 一 精 氨 酸 
Shodex cxpak p-421s (150mmX 4.6mm) 
A. 0.12molL 柠 檬 酸 钠 缓冲 液 ，pH=3.3; 
B. 0.13mol/L 柠 檬 酸 钠 缓冲 液 ，pH=3.2; 
C. 0.11molL 柠 檬 酸 钠 缓 冲 液 ，pH=4.0; 
D 
E 





. 1.02mol/L 柠 样 酸 钠 缓冲 液 ，pH=4.9; 

.0.2mol/L NaOH+10% 乙 醇 ( 冲 洗 液 ) 
Omin, A; 1.2min, B; 10.0min, C; 21.2min, D; 40.0min, E 
0.5ml/min 
63'C 
Vis (570nm)〔 节 三 酮 反应 ; 0.35ml/min，120°C) 
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15 20 25 30 35 4 和 45 50 55 















































timin 
BE 天 冬 氨 酸 等 氨基 酸 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 天 冬 氨 酸 ;2 一 甘氨酸 ，3 一 丙 氨 酸 ，4 一 纺 氨 酸 ， 5 一 蛋氨酸 ;6 一 异 亮 氨 酸 
色谱 柱 : Shodex rspak nN-814 (250mmX 8.0mm) 
流动 相 : 40mmol/L 人 磷酸 水 溶液 流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40C 检测 器 : RI 
l 
2 
T T T 
3 | 4 0 8 
Amim 
对 ”组 氨 酸 与 1- 甲 基 组 氨 酸 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 组 氨 酸 ， 2 一 1- 甲 基 组 氮 酸 柱 温 : 30'C 
色谱 柱 : Shodex Asahipak ODP-50 6D (150mmX 6.0mm) 流 量 : 0.5ml/min 
流动 相 : 10mmol/L NazHPO4 深 液 检测 器 : UV (210nm) 











tmin 


5 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 由 




















色谱 峰 : 1 一 天 冬 氨 酸 ; 2 一 甘氨酸 ，3 一 缴 氨 酸 ;， 4 一 蛋氨酸 ;5 一 异 亮 氮 酸 
色谱 柱 : Shodex IC YS-50 (125mmX4.6mm) 

流动 相 : 2mmol/L 乙 酸 水 溶液 流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 检测 器 : RI 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 






































tnin 


各 种 氨基 酸 和 y- 氨 基 丁 酸 ( GABA ) 色谱 分 离 图 四 








: 1 一 天 冬 氨 酸 ，2 一 谷 氨 酸 ，3 一 甘氨酸 ，4 一 纺 氨 酸 ， 5 一 蛋氨酸 :6 一 异 亮 氨 酸 ;7 一 )- 氨 





























基 丁 酸 (GABA); 8 一 亲 丙 氮 酸 ;9 一 乌 氨 酸 ; 10 一 组 氨 酸 ，11 一 1- 甲 基 组 氨 酸 :12 一 精 
氨 酸 


Shodex IC YS-50 (125mmX4.6mm) 
6mmol/L 磷 酸 水 溶液 
1.0ml/min 
40°C 
RI 
出 [i 20 30 





min 


致癌 色 氢 酸 热 解 产 物 四 
Shodex Asahipak es-502c 7C (100mmX7.5mm) 
20mmol/L 磋 酸 - 乙 且 《〈 体 积 比 =90 : 10)，pH=2.0 
1.0ml/min 
40°C 
荧光 〔〈 如 266nm，397nmy) 
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trv- 
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广 谷 酰基 甲 基 硒 代 半 胱 氨 酸 和 甲 基 硒 代 半 胱 氨 酸 色谱 分 离 图 四 
































色谱 峰 ，1 一 -从 酰基 甲 基 三 代 半 胱 氨 酸 ，2 











基 硒 代 半 胱 氨 酸 





流动 相 : 50mmol/ 工 乙酸 铵 缓冲 液 ，pH=6.5 


流 速 : 2.0ml/min 


检测 器 : 电感 耦合 等 离子 体质 谱 





TS 
zinlin 








色谱 柱 : Shodex GS320A-M5D (150mmX0.5mm) 


PTH 和 氨基酸 、 谷 胱 甘 肽 、 葡 萄 糖色 谱 
分 离 图 加 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 


进 样 量 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





GSH; 2 一 GSSG; 3 一 Cys-Gly; 4 一 Gly; 5—Cys; 
6 一 Glu 

Waters Nova-Pack® C18 (150mmX3.9mm， 4nm) 
醇 -0.05mol/L 人 磷酸 二 氧 钾 的 溶液 ( 含 0.01mol/L 庚 
烧 磺 酸 钠 ， 用 磷酸 调节 pH=3.0) 体积 比 =3 : 97) 
1.0ml/min 

20Hl 

30°C 

UV (210nm) 






































PTH 氨基 酸 、 谷 胱 甘 肽 色谱 分 离 图 外 












































色谱 峰 : 1 一 GSH; 2 一 GSSG; 3 一 Cys-Gly; 4 一 Gly 

色谱 柱 ; Waters Nova-Pack® C18 (3.9mmX150mm,，, 4hm) 

流动 相 : 甲醇 -0.05mol/L 人 磷酸 二 氧 钱 的 溶液 ( 含 0.01mol/L 庚 
烷 磺 酸 钠 ， 用 磷酸 调节 pH=3.0) (体积 比 =3 : 97) 

流 速 : 1.0ml/min 

进 样 量 : 20hl 

柱 温 : 30C 

检测 器 : UV (210nm) 








柱 温 : 
进 样 量 : 
检测 器 : 








色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
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1 
20 


fimin 
2 : 、 F&I [2 
区 罗 仙 子 抗 动脉 粥 样 硬化 活性 部 位 水 解 的 氨基 酸 色谱 图 外 
1 一 Asp; 2—Glu; 3—Ser; 4—DNP-OH; 5 一 Arg; 6—Gly; 7—Thr; 8—Pro; 9 一 Ala; 
10—Val; 11—Met; 12—lle; 13—Leu; 14 一 His; 15—Phe; 16—Lys; 17—Tyr; 18—Sam 











: Welch Ultimate XB-C8 柱 (250mmX4.6mm,， 5pm) 


乙 有 峭 -水 -0.05mol/L 乙 酸 钠 绥 冲 液 (体积 比 =8 : 1 : 1) 





1.0ml/min 
441C 
10ul 
UV (360nm) 
1 
2 
Ty en 0 
Wm 


天 冬 氨 酸 和 葵 丙 氨 酸 色谱 分 离 图 四 
1 一 天 冬 氨 酸 ; 2 一 葵 丙 氨 酸 
Agilent C18 〈75hmy) 
醇 
1.0ml/min 
室温 
UV (220nm) 
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timin 
丙 氨 酸 和 线 氨 酸 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 丙 氨 酸 ，2 一 纺 氮 酸 
色谱 柱 : Waters C18 (75pm) 
流动 相 : 甲醇 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 室 




















室温 
检测 器 : UV (320nm) 








timin 

亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 亮 氨 酸 ; 2 一 异 亮 氮 酸 
色谱 柱 : Waters C18 (75pm) 
流动 相 : 甲醇 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (230nm) 


























色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 























上 
吉 
3 3 4 5 6 
tmin 
EE 异 亮 氨 酸 对 映 体 色谱 分 离 图 
1 一 L- 异 亮 氨 酸 ，2 一 D- 异 亮 氨 酸 
Waters C18 (75hm) 
醇 
1.0ml/min 
室温 
UV (330nm) 
上 
| 
本 
tmin 


EE 膊 氨 酸 对 映 体 色谱 分 离 图 外 
1 一 D- 膊 氨 酸 ，2 一 L- 肺 氨 酸 
Waters C18 (75um) 























醇 
1.0ml/min 
室温 
UV (240nm) 
1 
2 


mm 
赖 氨 酸 对 映 体 色谱 分 离 图 内 
1 一 L- 赖 氨 酸 ， 2 一 D- 赖 氨 酸 
Waters C18 (75um) 
四 氧 哮 喃 


1.0ml/min 





室温 
UV (250nm) 











生物 样品 





-OO 


345 | 


猎 ||1 症 


| 346 


分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 




















1 
' 1 1 1 1 
10 15 20 25 
mm 
上 
2 
EE . E 
2 6 
tmin 
1 
wy Cr sr 


色 氨 酸 和 亮 氨 酸 色谱 分 离 图 外 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


1 一 亮 氨 酸 ;2 一 色 所 酸 
Agilent C18 〈75hm) 
醇 


1.0ml/min 




















2 


室温 
UV (260nm) 





甘氨酸 和 丝氨酸 色谱 分 离 图 加 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


一 甘氨酸 ; 2 一 丝氨酸 
Agilent C18 (75um) 
醇 


1.0ml/min 

















2 


室温 
UV (220nm) 





栈 氨 酸 和 天 冬 酰 胺 色谱 分 离 图 外 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


1 一 酷 氨 酸 ; 2 一 天 冬 酰胺 
Agilent C18 〈75hm ) 

四 氧 哮 喃 

1.0ml/min 

室温 

UV (230nm) 








nin 














上 
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A 
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苏 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 色谱 分 离 图 站 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





1 一 酷 氨 酸 ，2 一 天 冬 酰胺 
Agilent C18 〈75hmy) 
乙肝 

1.0ml/min 

室温 


UV (270nm) 


3 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 站 


色谱 峰 : 





1 一 苏 氨 酸 -丝氨酸 - 赖 氨 酸 ，2 一 精 氨 酸 -甘氨酸 - 谷 所 
酸 -丝氨酸 ， 3 一 天 门 冬 氮 酸 -丝氨酸 - 精 氨 酸 








主 : Hypercarb (50mmX2.1mm，5S5hmy) 






































流动 相 : A. 水 +0.1% 1- 甲 基 哌 吁 ; B. 乙 且 +0.1%1- 甲 基 哌 啶 
梯 ” 度 : 0 一 5min,，5%B 一 100%B 

流 速 : 0.3ml/min 

检测 器 : +ESI 

探头 温度 : 400'C 


组 氨 酸 与 1- 甲 基 组 氨 酸 色谱 分 离 图 由 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 量 : 
检测 器 : 
柱 温 : 




















1 一 组 氨 酸 ;2 一 1- 甲 基 组 氮 酸 

Shodex Asahipak ODP-50 6D (150mm XxX 6.0mm) 
10mmol/L NazHPO4 溶 液 

0.5ml/min 

UV (210nm) 

30°C 
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24 
中 | 区 于 ”各 种 氨基 酸 y- 氨 基 丁 酸 ( GABA ) 色谱 分 离 图 中 
了 色谱 峰 ，1 一 天 冬 氨 酸 ，2 一 谷 氨 酸 ，3 一 甘氨酸 ，4 一 纺 氨 酸 ，5 一 蛋氨酸 ; 





6 一 异 亮 氨 酸 ，7 一 ”- 氨 基 丁 酸 (GABA); 8 一 苯 丙 氨 酸 ，9 一 鸟 
氨 酸 ; 10 一 组 氨 酸 ;11 一 1- 甲 基 组 氨 酸 ; 12 一 精 氮 酸 

色谱 柱 : Shodex IC YS-50 (125mmX4.6mm) 

流动 相 ，6mmol/L 磷 酸 水 溶液 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 40C 









































HMIn 


组 氨 酸 与 1- 甲 基 组 氨 酸 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 组 氨 酸 ; 2 一 1- 甲 基 组 氨 酸 

色谱 柱 : Shodex Asahipak ODP-50 6D (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 10mmol/L 磷 酸 氧 二 钠 溶液 

流 速 : 0.5ml/min 


| 柱 温 : 30'C 


检测 器 : UV (210nm) 


























红豆 种 子 氨 基 酸 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 天 门 冬 氮 酸 ，2 一 苏 氨 酸 ，3 一 丝氨酸 ，4 一 谷 氨 酸 ，5 一 甘 氨 
酸 ; 6 一 丙 氨 酸 ; 7 一 濒 氮 酸 ; 8 一 蛋氨酸; 9 一 异 亮 氨 酸 ; 10 一 亮 
氨 酸 ，11 一 酷 氨 酸 ，12 一 茶 丙 氨 酸 ;13 一 赖 氨 酸 ;14 一 组 氨 酸 

色谱 柱 : C18 柱 (150mmX2.6mm) 

流动 相 : 石油 醚 

流 速 : 1ml/min 
， 柱 温 : 53'C 
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1 20 
Hmm 


天 然 产物 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 丝氨酸 ， 2 一 葡萄 糖 -甘油 - 葵 丙 氨 酸 ，3 一 中 槐 神经 8 一 13; 4 硫 氨 酸 ; 5 一 Q- 多 酚 ; 
6 一 精 氨 酸 缓 激 肽 ;7 一 肽 物质 
色谱 柱 : Shodex Asahipak ODP-50 6D 〈150mmX6.0mm) 
流动 相 : 0.05% 三 气 乙 酸 - 乙 膊 (体积 比 =80 : 20) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
检测 器 : UV (220nm) 












































310 15 2 25 30 
tinin 
2 种 甲 基 硒 代 半 胱 氨 酸 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 Y- 谷 酰基 甲 基 硒 代 半 胱 氨 酸 ;2 基 硒 代 半 胱 氨 酸 
色谱 柱 : Shodex GS320A-M5D (150mmX0.5mm) 
流动 相 ，50mmol/ 世 乙酸 铵 缓冲 液 (pH=6.5) 
流 速 : 2.0ml/min 
检测 器 : 电感 耦合 等 离子 体质 谱 





















































2 3 3400 500 6 700 800 900 
huin 


区 本 于 网 ”3 种 硒 代 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 硒 代 胱 氨 酸 ，2 一 硒 代 半 胱 氨 酸 ，3 一 硒 代 蛋氨酸 
色谱 柱 : Agilent ZJORBAX Rx C8 (250mmX4.6mm，5hm) 
































流动 相 : 2% 甲 醇 -0.1% 甲 酸 水 溶液 
流 速 : 0.7ml/min 
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硒 代 氨 基 酸 与 硒 酸根 色谱 分 离 图 上 


2 一 亚 硒 酸根 ，3 一 硒 代 半 胱 氨 酸 ，4 一 硒 酸 根 ，5 一 硒 代 和 蛋氨酸 




















色谱 峰 : 1 一 硒 代 胱 氮 酸 ; 
色谱 柱 : ST-PAK-C-18ES (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 ; 2% 甲 醇 -0.1% 甲 酸 水 溶液 
流 速 : 0.7ml/min 
3 
2 
| 4 
5 
6 
[ T T 
2 40 60 80 
tmin 
ER 6 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 :1 一 天 冬 氨 酸 ;2 一 甘氨酸 ，3 一 丙 氨 酸 ，4 一 纺 氨 酸 ; 5 一 蛋氨酸 ， 6 一 异 亮 氨 酸 
色谱 柱 : Shodex RSpak nN-814 (250mmX8.0mmy) 
流动 相 ，40mmolL 磷 酸 柱 温 : 40'C 
流 速 : 1.0ml/min 检测 器 : RI 
三 、 肘 
3 
站 
ER 司 。” 半 胱 氨 酸 、 谷 胱 甘 肘 等 色谱 分 离 图 人 1 
色谱 峰 : 1 一 半 胱 氨 酸 ;2 一 还 原 性 半 胱 氨 酸 ;3 一 同型 半 胱 氨 酸 ; 
2 4 一 还 原型 谷 胱 甘 肽 
色谱 柱 : BetaBasic C18 (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 且 -0.1molL 磷 酸 二 氧 钾 《〈 体 积 比 =5 : 95)，pH=2.1 
EN 流 速 ; 1.0ml/min 
7 L 检测 器 : 荧光 (hex=385nm，Aem=515nm) 
0 5 10 15 


nin 














omninm 


缓 激 肽 、 血 管 紧 张 素 ll 和 1| 和 血管 紧张 素 | 色谱 分 离 图 








色谱 峰 : 1 一 组 激 肽 ，2 一 血管 紧张 素 ITI 和 IL;， 3 一 血管 紧张 素 I 
色谱 柱 : BetaBasic C18 (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A. 0.05% 三 气 乙 酸 水 溶液 ，B. 0.05% 三 氟 乙 酸 乙 且 洲 液 
梯 度 : 0 一 20min，10%B 一 50%B 
























































流 速 : 1.0ml/min 检测 器 : UV (220nm) 
2 
1 才 
6 
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~. 
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a T | 
1n 20 30 
Amim 














赖 氨 酸 垂体 后 叶 素 、 催 产 素 等 的 色谱 分 离 图 | 











色谱 峰 : 1 一 赖 氨 酸 垂体 后 叶 素 ; 2 一 催产 素 ，3 一 胰岛 素 ; 4 一 蛙 皮 素 ; 5 























色谱 柱 : Hypersil ODS (100mmX3.0mm,，5pm) 
j 相 : A. 0.1molL 磷 酸 二 氧 钠 + 磷酸 ，pH=2.1; B. 乙 且 
梯 度 : 0 一 30min，10%B 一 50%B 柱 温 : 室温 
速 : 0.5ml/min 检测 器 : UV (220nm) 








生长 抑 素 ; 6 一 胰岛 素 ; 
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纤维 蛋白 肽 色谱 分 离 图 站 




































































































































































色谱 峰 : 1 一 纤维 蛋白 肽 A 磷酸 盐 ; 2 一 纤维 蛋白 肽 A; 3 一 纤维 蛋白 肽 B 
色谱 柱 : Hypersil 300A-C4 (100mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 ，B. 0.1% 三 气 忆 酸 乙 且 溶 液 
梯 度 : 0 一 50min,，5%B 一 50%B 
流 速 : 1.5ml/min 检测 器 : UV (206nm) 
J 
7 
1 
| | | 
8 
[4 
全 
5 
oe 
由] 10 20 20 40 
nin 
EPERI 色 氨 酸 和 牛 血 清白 蛋白 等 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 L- 色 氨 酸 ，2 一 血管 紧张 素 工 ，3 一 蛙 皮 素 ，4 一 溶菌 酶 ，5 一 牛 血清 杂质 ;6 一 牛 血清 
蛋白 ;7 一 过 氧化 氧 酶 ，8 一 牛 发 展 激素 
色谱 柱 : Hypersil 300A-C4 (75mmX4.6mm，5Shmy) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 ，B. 0.1% 三 氟 乙 酸 异 丙 醇 溶液 
梯 ” 度 : 0 一 2.5min,，A; 2.5min 一 5min, 0 一 10%B (4%/min); 5min 一 117min,10%B 一 90%B 


(0.75%/min) 


: 1.0ml/min 


检测 器 : UV (225nm) 
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入 10 20 30 40 
tinin 
血管 紧张 素 和 牛 生 长 激素 等 的 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 L- 色 和 氨 酸 ; 2 一 血管 紧张 素 工 ; 3 一 促 肾上腺 皮质 激素 1 一 24; 4 一 溶菌 酶 ，5 一 肌 红 重 
; 6 一 牛 催乳 素 ; 7 一 牛 生 长 激素 
色谱 柱 : Hypersil WP300 (75mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A. 0.1% 三 气 乙 酸 ; B. 0.1% 三 气 乙 酸 -1% 丙 醇 
梯 ” 度 : 0 一 2.5min, 0%B; 2.5 一 5min, 0 一 10%B (4%/min); 5 一 117min, 10%B 一 90%B (0.75%/min) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 45'C 
检测 器 : UV (280nm) 
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牛 胰岛 素 、 神 经 降 压 素 等 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 峰 ，1 一 胰岛 素 〈 牛 )，2 一 神经 降 压 素 ，3 一 血管 紧张 素 工 ，4 一 甘氨酸 
色谱 柱 : YMC-Pack Diol-120 Diol-60 (500mm XxX 8.0mm) 
流动 相 :; 0.1mol/L KHPO4-K; HPO4 (pH=7.0， 含 0.2mol/L NaCl) - 乙 膊 (体积 比 =70 : 30) 
流 速 ; 0.7ml/min 
柱 温 : 室温 (25°C) 
检 测 : UV (215nm) 
进 样 量 : 25p1 (0.07~5.3mg/ml) 
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色谱 


景 





色谱 柱 : 


梯 上 度 : 





流 速 : 
检测 器 : 
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0 5 101 20 25 
tinin 


脑 啡 肽 和 卵 清 蛋 白 等 的 色谱 分 离 图 四 











: 1 一 脑 啡 肽 ，2 一 亮 氨 酸 脑 啡 肽 ，3 一 牛 血 清白 蛋白 ; 4 一 a- 交 配 因子 ;5 一 胰岛 素 ; 6 一 卵 




















pp 




















消 重 日; 

YMC-PackPolymerC18 (150mmX4.6mm，6hmy) 流 速 : 1.0ml/min 
A. 乙 且 - 水 -三 氟 乙 酸 〈 体 积 比 =20 : 80 : 0.05); 检 测 : UV (220nm) 
B. 乙 膊 -水 -三 气 乙 酸 ( 体 积 比 =45 : 55 : 0.05 ) 柱 温 : 30'C 

0 一 30min，0%B 一 100%B (线性 ) 进 样 量 : 30hl 

















0 上 20 
Hnin 


各 种 氨基 酸 和 多 肽 色谱 分 离 图 四 


























: 1 一 赖 氨 酸 缓 激 肽 ; 2 一 缓 激 肽 ; 3 硫 氨 酸 脑 啡 肽 ; 4 一 神经 降 压 素 ; 5 一 亮 氨 酸 脑 啡 肽 ; 











6 一 P 物 质 ;， 7 一 杆菌 肽 ，8 一 胰岛 素 ，9 一 胰岛 素 B 链 10 一 溶菌 酶 ，11 一 黄 峰 毒素 ，12 一 肌 红 


用 
































EF: Shodex Asahipak ODP-50 6D (150mmX 6.0mm) 











0.05% 三 气 乙 酸 溶 液 - 乙 且 (20min 内 ， 体 积 比 由 80 : 20 至 50 : 50) 
1.0ml/min 柱 温 : 30TC 
UV (220nm) 
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甘 氨 酰 - 甘 氨 酰 多 肽 色谱 分 离 图 









































酶 受 体 激 活 剂 有 驮 ; 3 一 血管 紧张 素 工 ; 4 一 血管 紧张 

















50mmol/L 的 磷酸 钠 缓冲 液 -0.3mmolL NaCl，pH=7.0 


柱 后 衍生 法 分 析 谷 胱 甘 肽 的 色谱 分 离 图 四 




















1 一 谷 胱 甘 肽 ，2 一 谷 胱 甘 肽 二 硫化 物 

Shodex Asahipak ODP-50 6E (6.0mm X250mm) 
50mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 ，pH=2.5 

0.5ml/min 《流动 相 液 );，0.3ml/min (试剂 ) 
40°C 

奖 光 (如 x=340nm，Aem=420nm) 


纤维 连接 蛋白 色谱 分 离 图 中 

















1 一 纤维 连接 蛋白 片段 1371 至 1382; 2 一 纤维 连接 蛋白 片段 
1377 一 1388; 3 一 纤维 连接 蛋白 片段 全 型 连接 片段 1 一 25 





























F: HyPURITY™ADVANCE (150mmX4.6mm, Sum) 
旧 : A. 0.1% 三 所 乙酸 ; B. 甲醇 
让 :0 一 10min，10%B 一 80%B 


速 : 1ml/min 




















25C 
UV (210nm) 


色谱 峰 : 1 一 甘 氨 酰 -甘氨酸 组 ;2 一 凝 
素 I ，5 一 亮 氨 酸 - 脑 啡 
色谱 柱 : Shodex KW402.5-4F (4.6mm X300mm) 
流动 相 : 
流 量 : 0.33ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (220nm) 
上 
2 
色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
el 检测 器 : 
a 2 
Ea 
3 
区 
色谱 柱 
| 流动 相 
梯度 
| | 流 速 
| La oh \— 柱 温 : 
| ' ， 检测 器 : 
时 2 5 人 


mmm 
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GSH、L- 半 胱 氨 酸 等 的 色谱 分 离 图 中 












































己 烷 





色谱 峰 : 1 一 谷 胱 甘 肽 ; 2 一 LL- 半 胱 氨 酸 ;3 一 对 羟基 茶 甲 酸 乙 酯 (IS); 4 一 利尿 酸 甲 酯 萃取 液 : 正 


色谱 柱 : Hypersil ODS (250mmX4.6mm,，5pm) 


流动 相 : 磷酸 盐 -0.05molL 乙 膊 (体积 比 =53 : 47)，pH=3.0 


流 速 : 1ml/min 
检测 器 : UV (270nm) 


+ 


























血管 紧张 素 |、ll、 川 色谱 分 离 图 唱 
色谱 峰 :1 一 血管 紧张 素 I ，2 一 血管 紧张 素 工 ，3 一 血管 紧张 素 II 
色谱 柱 : Shodex IEC sp-825 (8.0mmX75mm) 
流动 相 ， A. 20mmol/L 的 磷酸 钠 缓冲 溶液 ，pH=7.0; 

B. A+0.5mmol/L 氛 化 钠 







































































梯 度 : 0min 一 60min，10%B 一 100%B 
流 速 : 1.0ml/min 
时 泪 . 容 泪 
人 从 柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (280nm) 
0 13 30 
zmin 
1 让 
3 
BEST 甘氨酸 、 丙 氨 酸 、 亮 氨 酸 等 氨基 酸 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 甘氨酸 -甘氨酸 - 丙 氨 酸 ，2 一 甘氨酸 -甘氨酸 - 亮 氨 酸 ; 
3 一 亮 氨 酸 脑 啡 肽 ，4 一 蛋氨酸 脑 啡 肽 
色谱 柱 : Shodex Asahipak ODP-50 6D (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 0.05% 三 氛 乙 酸 - 乙 且 (体积 比 =80 : 20) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
' 检测 器 ;: UV (210nm) 
0 10 





梯 度 : 


流 


站 25 
Hm 


利用 整体 柱 分 离 3 种 血管 紧张 素 中 





1 一 (SAR1，Ala8)- 血 管 紧张 素 工 ;， 2 一 (Sarl,， Ile 
EF: Chromolith® Performance RP-8 endcapped (100mmX4.6mm) 
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8)- 血 管 紧张 素 工 ; 3 一 血管 紧张 素 I 


A. 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =90 : 10) +0.1% 三 气 乙 酸 ; B，0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 


0min 一 60min，10%B 一 100%B 
2ml/min 


室温 

















一 





T T 
2 a ID 
mmm 


Lv 


利用 LiChrospher@ WP 300 RP-18 分 离 血 管 紧 张 素 1 和 1 向 





流 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
记 : 0 一 60min，10%B 一 100%B 





1 一 血管 紧张 素 工 ，2 一 血管 紧张 素 I 





























LiChroCART® 250-4 LiChrospher® WP 300 RP-18, Sum 





A. 水 -0.1% 三 所 乙酸 ; B. 乙 且 -0.1% 三 气 乙 酸 





: 0.6ml/min 


-OO 
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肽 -血管 紧张 素 类 色谱 分 离 图 品 

色谱 峰 : 1 一 Ite7 血 管 紧 张 素 II，2 一 血管 紧张 素 II; 3 一 血管 紧张 素 I 
色谱 柱 : HyPURITY™MADVANCE (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 ，A. 0.1% 三 气 乙 酸 ; B. 甲醇 

梯 度 : 0 一 10min，5%B 一 50%B 

流 速 : 
检测 波长 : UV (215nm) 


T 温 度 : 室温 
















































































lml/min 








流动 相 : 乙 且 +10mmolL 的 贸 盐 〈 体 积 比 =60:40)，pH=6 











ni 


6 种 混合 肽 的 分 离 色 谱 图 四 





色谱 峰 : 1 一 FGGF; 2 一 LGG; 3 一 GGG; 4 一 神经 降 压 素 ; 5 一 GGH; 6 一 组 激 肽 
色谱 柱 : ZIC-cHILIC (150mmX4.6mm，5hm/200A) 流 速 : 1 ml/min 


检测 器 : UV (214nm) 








四 、 核 酸 与 核 背 酸 
3 5 10 15 20 25 
tnun 
区 核酸 碱 基 分 离谱 图 中 

色谱 峰 : 1 一 胞 喀 喧 ;2 一 腺 味 叭 ;3 一 鸟 味 叭 ;4 一 尿 喀 啶 ; 5 一 次 黄 味 叭 ;6 一 胸腺 喀 啶 
色谱 柱 : Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mmX7.5mm) 
流动 相 : 50mmol/L NaH2PO4s-50mmol/L HsPO4 水 溶液 〈 体 积 比 =500 : 380) 
流 速 : 1.0ml/min 柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (260nm) 
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2 
] 
环 磷 酸 腺 背 和 一 磷酸 腺 苷 色谱 分 离 图 四 
3 色谱 峰 : 1 一 2'AMP; 2 一 3'AMP; 3 一 cAMP 
色谱 柱 : Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mmX7.5mm) 
流动 相 : NaH2PO4s-Na,pHPOs 水 溶液 《体积 比 =500 : 15) 
流 速 : 1.0ml/min 
| 柱 温 : 30'C 
1 1 1 1 1 检测 器 : UV (260nm) 
昌 S 10 15 20 2 30 
FEMIN 
3 
4 
腺 嗓 哈 、 腺 背 和 核 背 酸 色谱 分 离 图 加 
本 色谱 峰 :1 一 三 磷酸 腺 并 ，2 一 二 磷酸 腺 苷 ;3 一 磷酸 腺 背 ; 
4 一 腺 味 哈 ，5 一 腺 昔 
2 色谱 柱 : Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mmX7.5mm) 
流动 相 : 200mmol/L NaHPO4-200mmolL H3POs 水 溶液 (体积 比 
=500 : 62) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
5 说 检测 器 : UV (260nm) 
inin 


红血球 中 的 腺 音 类 核 背 酸 色谱 分 离 峰 加 
色谱 峰 :1 一 血红 蛋白 ;2 一 三 磷酸 腺 苷 ，3 一 二 磷酸 腺 苷 ; 
4 一 人 磅 酸 腺 背 
色谱 柱 : Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mmX7.5mm) 
流动 相 : 50mmol/L NaHPO4-50mmolL Na»HPO4-300mmol/L NaCl 
水 溶液 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 ， UV (260nm) 
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CTP、CDP、CMP 等 各 种 核 昔 酸 色谱 分 离 图 中 


色谱 峰 : 1 一 5-CTP;，2 一 5-CDP;， 3 一 5-CMP;， 4 一 5-GDP;， 5 一 5-GMP;， 6 一 5“ATP; 7 一 5-ADP; 


1 














8 一 5-AMP 
色谱 柱 : AQUASIL C18 (150mmX4.6mm,，5hm) 
流动 相 : 0.1mol/L KH2PO4+KOH 溶 液 ，pH=6.0 


流 速 : 1.0ml/min 
多 
人 
4 
1 
~ ee 
5 


检测 器 : UV (260nm) 
tmin 


CMP、AMP、UMP 和 GMP 等 核 背 酸 色谱 分 离 图 品 
色谱 峰 : 1 一 CMP; 2 一 AMP; 3 一 UMP; 4 一 GMP 
色谱 柱 : Hypersil WP300 SAX (150mmX4.6mm，5S5humy) 
流动 相 : 0.05mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=3.3 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 


























M2 
































2 
机 T T T 
J 1 3 


mi 


胞 彰 等 核 音色 谱 分 离 图 





色谱 峰 : 1 一 胞 昔 ，2 一 尿 苷 ;3 一 岛 背 ;4 一 腺 昔 








流动 相 : A. 水 ; B. 乙 且 


色谱 柱 : Hypercarb (50mmX2.1mm) 


梯 度 : 0 一 2min,，15%B 一 100%B 


流 速 : 0.4ml/min 
柱 温 : 25'C 
检测 器 : ESI 


区 EP 到 利用 LiChrospher® WP300 RP-8 分 


色谱 峰 : 


色谱 柱 ; 





流 速 : 





检测 器 : 





1 


SU 
min 


看 
ri 


100 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流速 : 
检测 器 : 








4 

离 核 昔 酸 内 
1 一 NAD; 2 一 腺 昔 ， 3 一 NADH; 4 一 NADPH 
LiChroCART® 250-4 LiChrospher@ WP 300 RP-18, 





Sum 

乙 有 捕 -0.05mmolL 磷 酸 盐 缓冲 液 -0.001molL 
TBAHSO4 (体积 比 =90 : 10)，pH=6.5 
1.5ml/min 

UV (254nm) 


腺 背 酸 与 氨 酰 腺 童 酸 色谱 分 离 图 品 


1 一 腺 昔 酸 ，2 一 氨 酰 腺 苷 酸 

SE-54 (13Smx0.10mmx0.10hm) 

4mmol/L a- 羟基 丙 酸 -80ng/ml 羟 甲 基 纤 维 素 钠 
1.0ml/min 

UV (260nm) 
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NH;, 
1 全 
NI 一 次 
! Ol 
ys OO 
Ol 
0 Ne 


OO 
> 0 
人 
”OH 








色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 











fmin 


单 磷酸 腺 背 与 三 磷酸 腺 音色 谱 分 离 图 四 














1 葵 ;，2 一 单 磷 酸 腺 苷 ;3 一 三 磷酸 腺 苷 
ZIC-cHILIC (100mmX4.6mm，3hm/100A) 

乙 膊 -100mmol/L 锐 盐 ( 体 积 比 =70 : 30)，pH=4.5 
0.5 ml/min 

UV (254nm) 














ly 








1 
0 00 
min 


腺 苷 磷酸 色谱 分 离 图 品 


: 1 一 腺 苷 -5- 单 磷酸 ，2 一 腺 苷 -5- 二 磷酸 ，3 一 腺 昔 -5- 三 磷酸 
EF: Shodex AFpak AAP-894 (50mmX 8.0mm) 
站: 0.1molL 乙 基 吗 啉 酸 缓冲 液 ，pH=7.0 


: 1.0ml/min 





: 室温 


: UV (260nm) 











色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
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0 Mls B00, D3 3 3 A ds 
六 mmIT 
核酸 碱 基 、 核 背 、 核 背 酸 等 色谱 分 离 图 虽 

1 一 三 磅 酸 腺 苷 ，2 一 二 磷酸 腺 昔 ;，3 一 5- 肌 昔 酸 二 钠 ， 4 一 未 知 物 ; 5 一 5 - 乌 苷 酸 二 钠 ; 
6 一 肌 苷 :7 一 腺 味 叭 ;8 一 次 黄 味 叭 ，9 一 鸟 味 叭 10 一 胸腺 喀 啶 
Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mm X7.5mm) 
205mmol/L NaH2PO4-205mmol/L H3POs 水 溶液 《体积 比 =300 : 7) 
0.6ml/min 
30°C 
UV (260nm) 








1 











0 5 1 15 20 25 
tiinin 


6 种 核酸 碱 基 分 离谱 图 四 
1 一 胞 喀 啶 :2 一 腺 味 叭 ，3 一 鸟 味 叭 4 一 尿 喀 喧 :5 一 次 黄 味 叭 ;6 一 胸腺 喀 喧 
Shodex Asahipak GS-320 HQ (300mm X7.5mm) 
50mmol/L NaH2POs4-50mmol/L H3POs 水 溶液 (体积 比 =500 : 380) 
1.0ml/min 
30°C 
UV (260nm) 
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0 My i i 18 20 A 
FMM 
EE 冬虫夏草 的 毛细 管 电泳 图 
色谱 峰 : 1 一 虫草 素 ，2 一 腺 味 叭 ，3 一 胸腺 喀 喧 脱氧 核 音 ，4 一 尿 喀 啶 ，5 一 内 标 ; 6 一 腺 苷 ; 


Le 
Pa 
个 
~ 








7 一 次 黄 味 哈 ，8 一 岛 彰 ;9 一 尿 昔 ，10 一 次 黄 味 叭 核 音 



































色谱 柱 : SE-54 (25mX0.20mm，0.33pm) 流 速 : 2.0ml/min 
流动 相 : 6mmolL 硼 砂 -15mmol/L 磷 酸 氧 二 钠 (pH=9) 检测 器 : UV (254nm) 
3 
| 
| 总 
aa 
10 15 20 25 30 
amin 
和 野营 尾 黄 素 、 次 野营 尾 黄 素 和 射 干将 的 毛细 管 电泳 图 上 
色谱 峰 : 1 一 野 芝 尾 黄 素 ，2 一 次 野 总 尾 黄 素 ; 3 一 射 干 昔 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 : SE-54 (65mX0.20mm，0.75pm) 检测 器 : UV (228nm) 





流动 相 : 50mmol/L 硼 砂 -50mmol/L 磷 酸 氧 三 钠 (pH=9) 


五 、 酶 类 
1 ai 
谷 氨 酸 脱 氢 酶 、 乳 酸 脱 氢 酶 和 烯 醇化 酶 
等 蛋白 质 分 子 量 标记 色谱 图 向 
色谱 峰 : 1 一 谷 氨 酸 脱氧 酶 (分子量 290000); 2 一 乳酸 脱氧 酶 (分 


子 量 142000); 3 一 烯 醇化 酶 〈 分 子 量 67000);， 4 一 腺 昔 
酸 激酶 (分 子 量 32000); 5 一 细胞 色素 c( 分 子 量 12400); 
色谱 柱 : YMC-Pack Diol-300 (500mmX 8.0mm) 
流动 相 : 0.1mol/L KH?PO4-K2HPO4+0.2molL NaCl, pH=7.0 
流 速 : 0.7ml/min 
柱 温 : 室温 


了 二 检 测 : UV (280nm) 


1 1 进 样 量 和 15hl 
10 20 30 40) 
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0 10 20 
mmm 


核糖 核酸 酶 A、 细 胞 色素 c、 溶 菌 酶 和 肌 红 蛋白 色谱 分 离 图 外 





色谱 柱 : 














色谱 峰 : 1 一 核糖 核酸 酶 A，2 一 细胞 色素 c，3 一 溶菌 酶 ，4 一 肌 红 蛋 





























YMC- Pack ODS-A (150mmX4.6mm, Sum) 
A. 乙 且 - 水 -三 氛 乙 酸 〈 体 积 比 =5 : 95 : 0.1); 
B. 乙 有 睛 -水 -三 氛 乙 酸 〈 体 积 比 =60 : 40 : 0.1) 


























-OO 











度 : 0 一 20min，30%B 一 90%B (线性 ); 20min 一 25min，90%B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 37'C 
丛 ” 测 : UV (220nm) 
进 样 量 : 16p1 (0.16 一 0.33mg/ml) 
3 
和 
pi 
1 
+ T T T 
5 Ss I0 0 5 10 
timin mn 
(a) WD) 
EEPESKEB 谷 氨 酸 脱 氢 酶 、 乳 酸 脱 氢 酶 等 的 色谱 分 离 图 虽 
色谱 峰 : 1 一 谷 氨 酸 脱氧 酶 ;2 一 乳酸 脱氧 酶 ，3 一 烯 醇化 酶 ，4 一 腺 苷 酸 激 酶 ;5 一 细胞 色素 c 
色谱 柱 : (a) Shodex PROTEIN KW-802.5 (300mmX8.0mm ); 
(b) Shodex PROTEIN KW-803 (300mm xX 8.0mm) 
流动 相 : 50mmol/ 世 的 磷酸 钠 缓冲 液 10.3molL NaCl，pH=7.0 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 


检测 器 : 


UV (280nm) 
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a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 原 A 色谱 图 四 
色谱 柱 : Shodex IEC sp-420n (35mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 20mmol/L 的 2-(N- 吗 啡 啉 ) 乙 磺 酸 缓 冲 液 ， 
pH=6.0; 

B. A+0.5mmol/L 硫 酸 钠 
梯 度 : 0 一 1Smin，10%B 一 100%B 
流 速 : 1.5ml/min 
柱 温 : 室温 





Emin 
2 


胰岛 素 、a- 胰 凝 乳 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 胰 蛋 白 酶 (0.50%); 2 一 a- 胰 凝 乳 蛋白 酶 (0.25%) 
色谱 柱 : Shodex IEC cm-825 (75mmX 8.0mm) 
| 流动 相 ，A，20mmolL 磷 酸 钠 缓 冲 溶液 ，pH=7.0; 
B. A+0.5mol/L 握 化 钠 

梯 度 : 0 一 60min,，10%B 一 100%B 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 












































= 
一 -一 -一 一 一 检测 器 : UV (280nm) 


fin 


Le 


胰岛 素 和 胰 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 胰岛 素 ，2 一 o- 胰 蛋白 ，3 一 B- 胰 蛋 

色谱 柱 ， TSK-GEL HIC，pH=8.14 (75mmX 8.0mm) 

流动 相 ，A. 0.1molL， 磷 酸 钠 缓冲 区 ，pH=3.0; 
B，A+1.8molL， 人 硫酸 铵 





















































梯 度 : 0 一 60min，10%B 一 100%B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25'C 
. 检测 器 : UV (280nm) 
U 20 4 
rnin 


胰 凝 乳 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 加 

色谱 柱 : Shodex AFpak AST894 (50mmX 8.0mm) 

流动 相 : A. 0.1mol/L 乙 酸 钠 缓冲 +0.5mol/L 毛 化 钠 ，pH=7.7 
B. 0.1mol/L 乙 酸 钠 缓冲 +0.5mol/L 氧 化 钠 ，pH=2.8 

梯 度 : 0 一 20min，A; 20min 一 40min，A 一 B; 后 40min， 
B 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 

检测 器 : UV (230nm) 











0 20 40 0 
gmin 
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溶菌 酶 色谱 分 离 图 四 
色谱 柱 : Shodex AFpak AHR-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 : A. 0.01mol/L 三 羟 甲 基 和 氨基 甲烷 盐酸 缓冲 液 
+0.01mol/L 氧 化 钠 ，pH=7.5 
B.A+0.3mol/L 氧 化 钠 
梯 度 : 0 一 18min，A; 18min 后 ，B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
T T T T 检测 器 : UV (280nm) 






































£min 
乳酸 脱 氢 酶 色谱 分 离 图 外 
色谱 柱 : Shodex AFpak ANA-894 (50mmX8.0mmy) 
流动 相 : A. 0.0lmolL 磷酸 钾 缓 冲 液 ，pH=7.0 
B. A+0.5mol/L 氧化 钾 
梯 度 : 0 一 10min，A; 10min 之 后 ，B 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
[OOO 检测 器 : UV (280nm) 
S 10 15 2n 
amin 


胰 北 乳 蛋 自 酶 A 等 蛋白 质 质 色谱 分 离 图 四 

普 峰 : 1 一 铁 蛋 白 ，2 一 牛 血清 (BSA); 3 一 胰 凝 乳 蛋白 酶 A; 
4 一 细胞 色素 c 
谱 柱 : Hibar RT-250-4 LiChrosorb Diol 
动 相 ，50mmolL HPO4 (pH=7.0) +1% 十 二 烷 基 础 酸 钠 (SDS) 

流 速 : 0.2ml/min 
温 
则 器 
羊 量 







































































温 : 25'C 
: UV (208nm) 
: 10ul 
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tmin 


4 





FE 册 6 液 相 色 谱 分 析 


20 





原油 链 走 蛋 白 酶 E 色谱 分 离 图 中 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





Shodex Asahipak GS-320 7G (500mm X7.6mm) 
1.5mol/L 磷 酸 二 氧 钊 +1.5SmolL 磷酸 氧 二 钠 ，pH=7.4 
1.0ml/min 

室温 

UV (210nm) 


脂肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 站 


色谱 柱 : 
流动 相 : 





梯度 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 ; 


Shodex IEC DEAE -420N 〈35mmX4.6mm ) 

A. 20mmolL 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 盐 酸 缓冲 液 ，pPH=8.0; 
B. A+0.5mol/L 握 化 钠 

0 一 10min，10%B 一 100%B 

1.5ml/min 

室温 

UV (280nm) 
































超 氧 化 物 歧化 酶 色谱 分 离 图 外 


色谱 柱 : 
流动 相 : 





梯度 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 ; 


Shodex AFpak AIA-894 (S50mm xX 8.0mm) 

A. 0.1mol/L 乙 酸 钠 缓冲 +0.5mol/L 氧化 钠 ，pH=7.7; 

B. 0.05molL 三 产 甲 基 氨 基 甲 烷 - 盐 酸 绥 冲 液 +0.15mol/L 
氧化 饼 ，pPH=8.0 

0 一 35min，A; 35min 之 后 ，B 

0.5ml/min 

室温 

UV (280nm) 
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胰 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 :， 1 一 肌 红 蛋白 ，2 一 胰 蛋 白 酶 原 ，3 一 核糖 核酸 酶 A; 
4 一 o- 胰 凝 乳 蛋白 酶 原 ，5 一 细胞 色素 c; 6 一 溶菌 酶 
色谱 柱 : Shodex IEC SP-420N (35mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 20mmolL 钠 磷酸 盐 缓冲 液 ，pH=7.0; 
B. A+0.5mol 握 化 钠 
梯 度 : 0 一 10min,，10%B 一 100%B 
流 ” 速 : 1.5ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (280nm) 










































































< 


0.5% 过 氧化 氨 酶 色谱 分 离 图 品 

色谱 柱 : Shodex IEC QA-825 (50mmX 8.0mm) 

流动 相 : A. 20mmol/L 乙 醇 胺 -盐酸 缓冲 液 ，pH=9.0; 
B. A+0.5mol/L 氧化 钠 

梯 ” 度 : 0 一 60min，10%B 一 100%B 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 25'C 

检测 器 : UV (220nm) 





0.5% 脂 肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 四 

色谱 柱 : Shodex IEC SP-825 (75mmX 8.0mm) 

流动 相 : A.20mmol/L 柠 檬 酸 性 氧 氧化 钠 缓冲 液 ，pH=4.3; 
B.A+0.5mol/L 人 硫酸 钠 

梯 度 : 0 一 60min，10%B 一 100%B 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 25'C 

检测 器 : UV (280nm) 





脂肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 四 
色谱 柱 : Shodex KW-803 (300mm xX 8.0mm) 
流动 相 : 50mmol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 +0.3mol/L 握 化 钠 
流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 

检测 器 : UV (280nm) 
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93%% 


毛 化 溶菌 酶 色谱 分 离 图 四 

色谱 柱 : Shodex Asahipak ES-502C 7C (100mmX7.6mm) 
流动 相 : 0.1mmol/L 钠 磷酸 盐 缓 冲 液 1300mmol/L 氧 化 钠 ，pH=7.0 
流 速 ; 1.0ml/min 


\ 柱 温 : 30'C 


检测 器 : UV (280nm) 








0 lo 
EnmIn 


纤 溶 酶 原色 谱 分 离 图 中 
色谱 柱 : Shodex AFpak ALS-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 : A. 0.1mol/L 乙 酸 钠 (pH=7.4); 
和 A 有 B. 0.1molL 乙 酸 钠 +0.2mol/L 6- 氨 基 已 酸 ，pH=4.0 
| | 梯 度 : 0 一 30min，10%B 一 100%B 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (280nm) 
: : 柱 温 : 室温 





0.5% 核 糖 核酸 酶 A 色谱 分 离 图 四 

色谱 柱 : Shodex IEC CM-825 (75mmX8.0mm) 

流动 相 : A. 20mmol/L 钠 磷酸 盐 缓 冲 ，pH=7.0; 

B.A+0.5mol/L 氧化 钠 

梯 度 : 0 一 60min，10%B 一 100%B 

流 速 : 1.0ml/min 

A 柱 温 : 25C 

' | 检测 器 : UV (220nm) 

0 ls 30 
Pimin 
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15 30 
Hm 
9 木瓜 蛋白 酶 色谱 分 离 图 中 
色谱 柱 : Shodex IEC SP-825 (75mmX8.0mm) 
流动 相 : A. 20mmol/L 钠 磷酸 盐 缓 冲 液 ，pH=7.0; B. A+0.5mol/L 握 化 钠 
梯 度 : 0 一 60min，10%B 一 100%B 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25'C 
检测 器 : UV (220nm) 
| 
0 15 30 45 0 15 30 将 
timin 站 min 
{a) (bh) 


大 豆 中 脂肪 氧化 酶 色谱 图 四 
色谱 柱 : (a) Shodex IEC QA-825 (75mmX8.0mm ); 
(b) Shodex IEC DEAE-825 (75mmX 8.0mm) 
流动 相 : (a) A. 20mmol/L 乙 醇 胺 盐酸 缓冲 液 ，pH=9.0; B. A+0.5mol/L 握 化 钠 
(b) A. 20mmol/L 三 羟 甲 基 和 氨基 甲烷 -盐酸 ，pH=8.0; B. A+0.5mol/L 握 化 钠 
让 :0 一 60min，10%B 一 100%B 
































度 

速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 

器 : UV (280nm) 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 




















0 20 40 60 80 
finin 
EE 大豆 中 脂肪 氧化 酶 蛋白 色谱 分 离 图 局 
1 一 大 豆 蛋 白 ; 2 一 脂肪 氧化 酶 ，3 一 豆奶 











Shodex HIC, pH=8.14 (75mmX 8.0mm) 

A. B+1.8mol/L 硫 酸 铵 ，B. 0.1molL 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=7.0 
0 一 60min，10%B 一 100%B 

1.0ml/min 

23:C 

UV (280nm) 





a/ 
0 3 10 15 
min 
EPE 原油 过 氧化 氢 酶 色谱 分 离 图 向 
Shodex KW-803 (300mm Xx 8.0mm) 
50mmol/L 磷 酸 盐 缓 冲 液 10.3molL 氧 化 钠 





1.0ml/min 
室温 
UV (280nm) 
0 19 15 
pnlin 
EE 和 ”原油 己 糖 激 酶 色谱 分 离 图 ( pH=7.0 ) 加 
Shodex KW-803 (300mm xX 8.0mm) 


50mmolL 磷 酸 盐 缓冲 液 +0.3mol/L 氧 化 钠 
1.0ml/min 

室温 

UV (280nm) 


色谱 峰 : 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
流 速 : 
检测 器 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
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-OO 
2 
下 COlU 
C=() 
IT 
WN OUD 
pg 
0 Pe 
Cs HaT OM 394 4S) 1 
CTTLDOTT 
2. | 
CaHaoDotdzd 362.47) 
mim 
ES 粮 皮 质 激素 色谱 分 离 图 
1 安奈 德 ，2 一 氢化 可 的 松 
BetaBasic C18 (15mmX4.6mm, Sum) 
A. 水 ; B. 乙 且 
0 一 23min，09%B 一 100%B 
1.25nlMmin 
UV (254nm) 
12 1 
2 
hy 
(a) 
hE ys 一 1 
be E 4 6 3 10 
Bm 


肾上腺 素 和 去 甲 肾 上 腺 素 色谱 分 离 图 ~ 
1 一 肾上腺 素 ; 2 一 去 甲骨 上 腺 素 
(a) ZIC®-HILIC (100mmX2.1mm); (b) Shiseido PC-HILIC (100mmX 4.6mm) 
乙 有 峭 -40mmol/L 乙 酸 饼 缓冲 液 〈 体 积 比 =75:25)，pH=6.7 
(a) 0.2ml/min; (b) 1.0ml/min 
40°C 
UV (270nm) 























373 | 


识 |1 泪 


| 374 分 析 化 学 





v1 








FE 册 6 液 相 色 谱 分 析 





Lea 
人] 




















0 











?8 





号 


T 
证 二 
tnin 


L- 多 巴 、 肾 上 腺 素 、 多 巴 胺 色谱 分 离 图 门 


色谱 峰 : 
色谱 柱 ; 
流动 相 : 
温度: 
检测 器 : 





1 一 L- 多 巴 ; 2 一 肾上腺 素 ; 3 一 多 巴 胺 
HyPURITY™MADVANCE (25mmX4.6mm, Sum) 
100% 20mmol/L 磷 酸 氧 二 钾 溶 液 ，pPH=7.5 
1.0ml/min 

室温 

UV (270nm) 








去 甲 肾 上 腺 素 、 肾 上 腺 素 等 的 色谱 分 离 图 内 








检测 器 : 














: 1 一 去 甲 肾 上 腺 素 ; 2 一 肾上腺 素 ; 3 一 多 巴 胺 ; 4 一 工 -多 

















巴 ; 5 一 五 羟色胺 





EF: LiChroCART® 150-4.6mm Purospher® STAR RP-18E, Sum 
月 : 20mmolL 傍 酸 钟 缓冲 液 -甲醇 《 体 积 比 =97 : 3)，PH=3.0 
: 1.5ml/min 

: 30C 

: 10H1 




















270nm 


去 甲 肾 上 腺 素 、 章 鱼 胺 等 的 色谱 分 离 图 中 


色谱 峰 : 

















1 一 去 甲 肾 上 腺 素 ，2 一 章鱼 腕 ，3 一 酒石酸 肾上腺 素 ; 
4 一 多 巴 胺 ，5 一 盐酸 多 巴 腕 ，6 一 去 甲 麻 黄 碱 ; 7 一 半 
水 麻黄 碱 ，8 一 N- 甲 基 麻黄 碱 
























































EF: LiChroCART® Purospher@ STAR RP-18E (150mm XxX 


4.6mm, Sum) 


旧 : A. 乙 有 睛 ，B. 0.1% 磷 酸 
: lml/min 
就 : 0.0min 一 15.0min,0%A 一 30%A 


30°C 


: 10Hl 


测 : UV (210nm) 
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已 
12 
上 
未 


Evi 


多 巴 胺 和 肾上腺 素 、 去 甲 肾 上 腺 素 色谱 分 离 图 内 















































色谱 峰 ，1 一 多 巴 胶 ，2 一 此 上 腺 素 ，3 一 去 甲 皮 上 腺 素 
色谱 柱 : ZIC@-HILIC (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 且 - 甲 酸 铵 缓冲 液 
流 速 : 2.0ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (270nm) 
OH 
HO 3 
110 


人 ss Me 汪 
2 -NH, 
人 R12 


IN、 





流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 






OH OH 
HO 及 这 1 这 浊 
| ln 
1 





1 
< -1 
4 \ 





人 


DID 


多 巴 胺 、 肾 上 腺 素 等 的 色谱 分 离 图 由 
1 肾上腺 素 ; 2 一 去 甲 变 肾 上 腺 素 ; 3 一 多 巴 胺 ; 4 一 肾上腺 素 ; 5 一 去 甲 肾 上 腺 素 
SeQuant@ ZIC®-HILIC (3pm, 100A) (100mmX2.1mm) 
A. 乙 且 -25mmol/L 甲 酸 匀 〈 体 积 比 =90 : 10)，pH=6.3; 
B. 乙 且 -25mmol/ 世 甲酸 贸 〈 体 积 比 =80 : 20)，pH=3 
1.0ml/min 
50C 
UV (270nm) 
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1 


肾上腺 素 、 多 巴 胺 、 左 旋 多 巴 色谱 分 离 图 中 
| 色谱 峰 : 1 一 肾上腺 素 ; 2 一 多 巴 胺 ; 3 一 左旋 多 巴 胺 
色谱 柱 : Hypercarb (SmmX2.1mm，5hm) 
流动 相 : A. 0.5% 甲 酸 -HO，pH=9.0; 
B. 乙 腑 -甲酸 (体积 比 =99.5 : 0.5) 



























































梯 ” 度 : 0 一 2min,，15%B 一 50%B 
流 速 : 0.4ml/min 
温 度 : 室温 
探 ” 头 : 450C 
电压: 4.5kV 
器 





T T T T 检测 s: ESI 








0 10 20 30 40 50 
tiinin 


肾上腺 索 、 去 甲 肾上腺 素 、 多 巴 胺 和 猪 毛 菜 碱 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 肾上腺 素 ; 2 一 去 甲骨 上 腺 素 ; 3 一 多 巴 胺 ，4 一 猪 毛 菜 碱 
色谱 柱 : Shodex Asahipak es-502c 7C (100mmX7.5mm) 
流动 相 : 25mmolL 硼 酸 缓冲 液 175Smmol/L 琥 珀 酸 +20mmolML EDTA (pH=8.0) 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : 电化 学 “700mV， 参 比 电 极 Ag/AgCl 电 极 ) 
柱 温 : 40C 









































a 


NN382- 器 点 素 





3 7.00 4.00 600 
证 丫 叶 人 :min 
NN382- 胰 岛 素 的 电泳 分 离 图 中 
色谱 柱 : 毛细 管 (37cm X350pm) 
电压 : 25kV〈 变 压 时 间 : 4min) 
流动 相 ，50mmol/L 磷 酸 盐 和 25mmolL 硫 酸 钾 缓冲 液 ，pPH=7.0 
进 样 时 间 : 5s 




















度 
流 速 : 
度 


进 样 量 : 
检测 器 : 

















10 20 30 0 
pmin 


胰岛 素 的 色谱 分 离 图 上 























A. 乙 且 - 水 -三 氟 乙 酸 〈 体 积 比 =30 : 70 : 0.1); 
B. 乙 有 睛 -水 -三 氛 乙 酸 〈 体 积 比 =32 : 68 : 0.1) 





0.6ml/min 


话 : 30'C 


1S5nul (0.2mg/ml) 
UV (220nm) 





ib) 
Dr— 
Da 二 遇 3 
tnin 
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: 1 一 胰岛 素 ( 牛 ); 2 一 胰岛 素 ( 羊 ); 3 一 胰岛 素 (人 ); 4 一 胰岛 素 ( 猪 ); 5 一 胰岛 素 ( 马 ) 
EF: YMC Pack ODS-AM (25mmX4.6mm, Sum) 


记 : 0 一 3min (0%B)，3min 一 25min (0%B 一 100%B， 线 性 )，25min 一 40min (100%B) 


3 种 胰岛 素 标准 品 混合 溶液 的 HPLC 色谱 图 (a ) 及 UPLC 色谱 图 ( b ) 中 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 














1 一 重组 赖 有 捕 胰岛 素 ; 2 一 重组 人 胰岛 素 ; 3 一 猪 胰岛 素 
(a) Inertsil ODS-SP C18 (250mm X4.6mm, Sum); 
(b) Halo C18 (150mmX4.6mm, 2.7uLm) 

A. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 缓 冲 液 - 乙 且 (82 : 18); 
B. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 缓 冲 液 - 乙 且 (50 : 50) 
0 一 90min，10%B 一 100%B 

1.0ml/min 

40°C 








: UV (214nm) 
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赖 且 胰 岛 素 注射 液 HPLC 色谱 图 (a ) 及 UPLC 色谱 图 (b) 外 
色谱 柱 : 





梯 度 : 
流 速 : 
: UV (214nm) 








(a) 


th) 
3 10 20 30 加 


HL 


重组 赖 且 胰 岛 素 ( a ) 和 酶 切 样品 (b ) UPLC 色谱 图 欠 





: 1 一 重组 赖 有 贿 胰岛 素 ， 2 一 酶 切 样品 
主 : Halo C18 (150mmX4.6mm, 2.71m) 
上 用: A. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 绥 冲 液 - 乙 且 (82 : 18); 





B. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 缓 冲 液 - 乙 且 (50 : 50) 


世 : 0 一 90min，10%B 一 100%B 
: 0.5ml/min 

: 40C 

: UV (214nm) 


ia) 





1b) 
0 20 30 40 sn 60 
FEmim 




















1 一 间 甲 酚 ，2 一 赖 肺 胰岛 素 

(a) Inertsil ODS-SP C18 (250mm X 4.6mm, Sum) 
(b) Halo C18 (150mmX4.6mm，2.7hmy) 

A. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 缓 冲 液 - 乙 且 (82 : 18); 
B. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 绥 冲 液 - 乙 且 (50 : 50) 
0 一 90min，10%B 一 100%B 

0.5ml/min 

40°C 











梯 度 : 
流 速 : 
: UV (214nm) 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 





{b} 
a 
tr “Oe Hh A 

timm 








精 蛋白 锌 重组 赖 睛 胰岛 素 混合 注射 液 HPLC 
色谱 图 (a ) 及 UPLC 色谱 图 (b ) 负 




















1 一 茶 酚 ; 2 一 间 甲 酚 ; 3 一 赖 峭 胰岛 素 

(a) Inertsil ODS-SP C18 (250mm X 4.6mm, Sum) 
(b) Halo C18 (150mmX4.6mm，2.7hmy) 

A. 0.2mol/L pH=2.3 的 硫酸 盐 缓 冲 液 - 乙 有 睛 (82 : 18); 
B. 0.2molL pH=2.3 的 硫酸 盐 缓 冲 液 - 乙 且 (50 : 50) 
0 一 90min，10%B 一 100%B 





0.5ml/min 
40°C 


资料 来 源 


1] 安捷伦 科技 有 限 公司 . 





2] 德国 默 克 公 司 . 








3] 昭和 电工 科学 仪 嚣 (上海) 有 限 公 司 . 











4] 赛 默 飞 世 尔 科技 有 限 公司 . 
5] 沃 特 世 科技 (上 海 ) 有 限 公司 . 
大 连 依 利 特 分 析 仪 器 有 限 公 司 . 
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9] Tao R, Jiang X M, Zeng LN, et al. Chinese Traditional Patent Medicine, 2007, 23: 
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1 
2 昆虫 赔 皮 物质 色谱 分 离 图 上 
色谱 峰 : 1 一 B- 赔 皮 激 素 ; 2 一 a- 赔 皮 激 素 
色谱 柱 : YMC Pack ODS-AM (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 且 - 甲 醇 -水 〈 体 积 比 =5 : 50 : 45) 
流 速 : 0.5ml/min 
温 度 : 室温 
检 测 ，UV (254nm) 
= 进 样 量 : 5 (0.04mg/ml) 
0 s 10 
[aullll 


04 


区 卫 沁 ”光学 异 构 体 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7pm) 
Y 流动 相 : 3mmol/L 的 B-CD+ 乙 膊 +0.05mol/L 磷 酸 盐 (pH=12) 


WY AN 流 速 : Imlmin 


检测 器 : UV (340nm) 











0 10 20 为 可 
Hinin 





区 本 到 杂 环 氮 对 映 异 构 体 色谱 分 离 图 外 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7pm) 
流动 相 : 己 烷 - 异 丙 醇 ( 体 积 比 =90 : 10) 


El 流 速 : 1.0ml/min 


+ 检测 器 : UV (270nm) 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 








第 十 三 章 
Se 2 CHi 
多 0 
< OCH; CH—CH;—NH—CHHCl 
吉 \ 
CN, CH; 
5S 外 和 构 体 
尺 关 稳 体 
cls 
i 








Vr A Me he i 


unin 


阿 普 洛 尔 光学 异 构 体 色谱 分 离 图 外 


Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 











2.50mmol/L 本 
1.0ml/min 
UV (278nm) 


























氧 痰 基 甘 迄 酸 -L- 且 氨 酸 ，0.40mmolL 二 氧 甲烷 











Un 








10 2 3 40 S50 


Rn 


脂肪 酸 色 谱 分 离 图 加 




















: 1 一 季 戊 四 醇 ，2 一 亚麻 酸 ; 3 一 棕榈 油 ; 4 一 己 醇 ; 5 一 花生 四 烯 酸 ; 





8 一 油 酸 ; 9 


诠释 标准 ; 10 一 人 硬 脂 酸 


Hypersil C8 (150mmX4.6mm, 3pm) 
65% 乙 膊 +35% 蒸 饮水 +0.15% 冰 醋酸 


lml/min 
UV (210nm) 


天 然 产 物 样品 谱 医 











vy 
8 
a 
10 





6 一 亚 油 酸 ; 7 一 棕榈 ; 
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区 二 EE。 饱和 脂肪 酸 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 ， 1 一 癸 酸 ; 2 一 月 桂 酸 ; 3 一 肉 豆 苇 酸 ;4 一 棕榈 酸 ;，5 一 硬 脂 酸 ; 


























6 一 花生 酸 ; 7 一 山崖 酸 
色谱 柱 : Shodex rspak de-413 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : H20-CH3CN-THF (体积 比 =35 : 45 : 20) 
流 量 : 0.5ml/min 
检测 器 : RI 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 柱 温 : 40C 
.| dy 
FL 
2 
1 
不 饱和 脂肪 酸 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 二 十 矶 五 烯 酸 (EPA); 2 一 二 十 二 碳 六 烯 酸 (DHA); 
3 一 花生 四 烯 酸 ，4 一 亚 油 酸 
色谱 柱 : Shodex odspak f-411 (150mmX4.6mm) 
流动 相 ，H2O-CH3CN (体积 比 =20 : 80) 
流 量 : 0.7ml/min 
0 检测 器 : RI 
T T T T 柱 温 : 30C 
5 10 15 
tmin 
二 羧 酸 色谱 分 离 图 加 
1 色谱 峰 : 1 一 丙 二 酸 ;2 一 丁 二 酸 ; 3 一 上 戊 二 酸 ; 4 一 己 二 酸 ; 5 一 庚 二 酸 ; 
6 一 辛 二 酸 
人 色谱 柱 : Shodex rspak de-413 (150mmX4.6mm) 
六 流动 相 ，20mmol/L 克 酸 溶液 - 乙 膊 (体积 比 =92 : 8) 
流 速 : 1.0ml/min 
A 检测 器 : UV (210nm) 
1 | I 1 | 1 柱 温 : 40'C 
el 5 10 js Vo 25 ‘30 


Min 
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色谱 峰 
1 HETE VS 入 COOH 
A 人 ~ 
OIT 


er 
一 人 人 人 一 -一 


3—3-[1ET1; OH 


WE COOH 
EE 








0 1 20 30 机 
EMmn 

羟基 二 十 碳 四 烯 酸 ( HETE ) 色谱 分 离 图 由 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 6D (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 水 -乙酸 - 乙 脏 -甲醇 (体积 比 =50 : 0.1 : 50 : 10) 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : UV (235nm) 
柱 温 : 30C 























DP-1 
DP-5 


DP-10. 


淀粉 水 解 物色 谱 分 离 图 加 

色谱 柱 : Shodex SUGAR KS-802 (300mmX8.0mm) X2 
流动 相 : H2zO 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : RI 


0 柱 温 : 80C 


tMin 














iA 


硫酸 角质 素 色谱 分 离 图 品 

色谱 柱 : Shodex OHpak sb-806mHQ (300mmX8.0mm) XxX2 
流动 相 : 0.1mmol/L 硝 酸 钠 水 溶液 

流 速 ; 1.0ml/min 


检测 器 : RI 
| 柱 温 : 40TC 
流 束 


和 一 ;1.0ml/mi 
5 10 15 0 25 30 ee 


nin 











x 
避 
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1 

A 
0 
心 


0 15 20 
fnain 


肝 糖 原 分 析 色谱 图 四 


色谱 柱 : Shodex OHpak sb-806mHQ (300mmX8.0mm) X2 











流动 相 : 0.1mol 工 硝酸 钠 水 溶液 流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 检测 器 : RI 
V br 
T T T T 到 
5 10 15 20 25 30 
timin 


菊 粉 色谱 分 离 图 


色谱 柱 : Shodex OHpak sb-806mHQ (300mmX8.0mm) X2 








流动 相 : 0.1mol/L 硝 酸 钠 水 溶液 检测 器 : RI 
流 速 : 1.0ml/min 柱 温 : 40C 
A 





A 











10 20 30 40 50 al) 70 B80 
fimin 
赤 老 素 同族 物色 谱 分 离 图 站 
色谱 柱 : Shodex Asahipak es-502n 7C (100mmX7.5mm) 
流动 相 ; 乙酸 -水 -甲醇 (体积 比 =0.1 : 0.4 : 99.5) 
流 速 ; 1.5ml/min 检测 器 : UV (210nm) 
柱 温 : 50C 
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赤 霉 素 异 构 体 色谱 分 离 图 外 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 





Shodex Asahipak es-502n 7C (100mmX7.5mm) 
乙酸 -水 -甲醇 (体积 比 =0.1 : 0.4 : 99.5) 
1.5ml/min 

UV (210nm) 

50°C 




















EE ”透明 质 酸 色谱 图 羽 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





1 一 透明 质 酸 

Shodex OHpak sb-806mHQ (8.0mmX300mm) Xx2 
0.1mol/L 硝 酸 钠 水 溶液 

1.0ml/min 

40°C 

RI 


ES 网 柴 胡 皂苷 色谱 分 离 图 中 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


1 一 柴 胡 皂 背 ce; 2 一 柴 胡 皂 葵 a，3 一 柴 胡 皂苷 b 
Shodex Asahipak odp-50 6D (150mm xX 6.0mm) 
H20-CH3CN 体 积 比 =50 : 50) 

1.0ml/min 

30°C 

UV (256nm) 
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5 10 

tinin 

人 参 皇 背 色谱 分 离 图 品 
色谱 峰 : 1 一 人 参 皂 首 Rbl1; 2 一 人 参 时 背 Rc3;， 3 一 人 参 握 苷 Rb2;， 4 一 人 参 时 背 Rb2 污 染 物 ; 
5 一 人 参 皂 此 Rd 

色谱 柱 : Shodex rspak ds-413 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 10mmol/L 磷 酸 溶 液 - 乙 膊 (体积 比 =70 : 30) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 40C 
检测 器 : UV (210nm) 


~ 








3 5 机 15 20 
mm 
金鸡 纳 生物 碱 色 谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 金鸡 纳 宁 ; 2 一 金鸡 纳 定 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 :; 10mmol/L 的 磷酸 盐 缓 冲 液 - 乙 且 - 甲 醇 ( 体 积 比 =40 : 20 : 40) 
流 速 : 0.8ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (250nm) 























De 





i000 2300 300 400 560 600 700 
um 
黄连 提取 液 色 谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 药 根 城 ，2 一 黄连 碱 ; 3 一 巴 马 打 ;，4 一 小 辟 碱 
色谱 柱 : Wondasil C18 WR (250mmX4.6mm,， 5um) 
流动 相 : 40mmolL 乙 酸 贸 缓 冲 液 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =68 : 32)，pH=6.5 
流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 室温 
检 测 : UV (280nm) 
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中 药 汉 防 己 素 的 色谱 图 四 

































































色谱 峰 : 1 一 汉 防 己 甲 素 ，2 一 汉 防 已 乙 素 
色谱 柱 : Wondasil C18 WR (250mmX4.6mm,， 5um) 
流动 相 : 40mmol/L 乙 酸 匀 缓 冲 液 - 乙 有 睛 “体积 比 =68 : 32)，pH=6.5 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 室温 
仿 ” 测 : UV (280nm) 
) 1 2 3 4 a 6 E 8 
min 

榭 皮 素 色谱 图 外 
色谱 柱 : Shim-Pack VP-ODS (10mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 甲醇 -0.2% 人 奋 酸 〈 体 积 比 =60 : 40) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25C 
进 样 量 : 20hl 
检 测 : UV (254nm) 

3 § 0 
EmMmin 
3 种 麻黄 碱 的 色谱 分 离 图 站 

色谱 峰 : 1 基 麻 黄 碱 ，2 一 腑 黄 碱 ，3 一 伪 床 黄 碱 
色谱 柱 : Pinnacle Cyano column (150mmX4.6mm，5hm ResTEK) 
流动 相 : 乙 有 睛 -乙酸 饼 《〈 体 积 比 =95 : 5)，pH=5.0 
流 速 : 1.5ml/min 
柱 温 : 30C 
进 样 量 : 20p1 
检 测 : UV (208nm) 
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Emn fmin 
(0 采 目 草 洲 液 \D] 咏 喘 宁 洲 液 





















































2 
人 UU 
1 1 1 ' ¥ 1 
El J 2 4 6 8 ly 
Amim finm 
it 用 查 止 咏 片 洲 液 小 几 党 擂 下 咏 蜗 贱 液 
加 本 导 到 几 种 麻黄 碱 类 药物 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 甲 基 麻 黄 碱 ; 2 一 麻黄 碱 ; 3 一 伪麻黄碱 
色谱 柱 : Pinnacle Cyano column (150mmX4.6mm，5hm ResTEK) 
流动 相 : 乙 有 睛 -乙酸 匀 〈 体 积 比 =95 : 5)，pH=5.0 
流速 : 1.5ml/min 
柱 温 : 30C 
进 样 量 : 20hl 
检 测 : UV (208nm) 
1 
T T U T T 
0 5 10 ls 20 2 3 


Emin 
EWE 青 荐 碱 色 谱 图 中 


色谱 峰 :1 一 青 茧 碱 
色谱 柱 : Phenomenex-Luna C18 〈250mmX4.6mm，5hmy) 























流动 相 : 甲醇 -0.1% 磷酸 溶液 〈 体 积 比 =41 : 59)，pH=3.0 
流 速 : 1.0ml/min 柱 温 : 30'C 














进 样 量 : 20p1 检 测 : UV (265nm) 
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一 一 T T T T 
0 5 10 | 20 25 0 
Emin 
双 茧 阅 痛 软膏 样品 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 :1 一 青 茧 碱 ， 2 一 双 青 藤 碱 ，3 一 四 氧 表 小 辟 碱 
色谱 柱 : Phenomenex-Luna C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 甲醇 -0.1% 伴 酸 溶液 (体积 比 =41 : 59)，pH=3.0 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
进 样 量 : 20p1 
检 测 : UV (265nm) 
润 肺 合 剂 中 黄 苓 背 样 品 色谱 分 离 图 [ 
| 色谱 峰 : 1 一 黄 芬 背 
色谱 柱 : Zorbax Eclipse plus C18 〈4.6mmX150mm，5Shmy) 
流动 相 ， 甲 醇 - 水 -磷酸 〈 体 积 比 =48 : 52 : 0.15 ) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
进 样 量 : 10p1 
二 二 = 检 测 : UV (280nm) 
‘ 5 10 15 
timin 
上 
腺 昔 和 虫草 素 色 谱 分 离 图 上 
色谱 峰 : 1 一 腺 苷 ，2 一 虫草 素 
色谱 柱 : C18 柱 〈250mmX4.6mm，5hum) 
3 流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =15 : 85) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
进 样 量 : 20hl 











1 
UL 


0 15 20 





检 测 :， UV (260nm) 
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色谱 峰 
色谱 柱 : 
流 速 : 
进 样 量 : 








色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
检测 器 : 








i 


OO Ot od re ed 200 250 
timin 


虫草 制品 中 腺 背 和 虫草 素 的 色谱 分 离 图 中 


: 1 一 腺 苷 ，2 一 虫草 素 


C18 柱 〈250mmX4.6mm，5hmy) 

醇 - 水 〈 体 积 比 =15 : 85) 

1.0ml/min 柱 温 : 30C 

20p1 检 测 : UV (260nm) 
1 


























nl 


Bo 
Amm 
亚麻 酸 、 亚 油 酸 色谱 分 离 图 四 
1 一 亚麻 酸 ; 2 一 亚 油 酸 
BetaBasic C18 (150mmX4.6mm, Sum) 
乙 脏 -0.05% 三 气 乙 酸 的 水 溶液 (体积 比 =85 : 15) 
1.0ml/min 
UV (210nm) 





























色谱 柱 : 
流动 相 : 





梯 度 : 
温 度 : 


检测 器 ; 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 
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tmin 
两 种 顺 式 视 黄 酸 的 色谱 分 离 图 外 
1 一 13- 顺 式 视 黄 酸 ，2 一 9- 顺 式 视 黄 酸 
Hypercarb (5S0mmX2.1mm, Spm) 
A. 水 0.1% 二 乙 胺 ; B. 乙 且 - 异 丙 醇 (1 : 1)，0.1% 二 乙 胺 
0.4ml/min 
0 一 10min，3%B 一 100%B 
25°C 
ESI， 探 头 温度 500"C， 电 喷雾 电压 4.0kV 














2 4 0 8 10 过 1 
pmnlin 
人 省 醇 色谱 分 离 图 | 
1 一 菜 籽 省 醇 ，2 一 胆固醇 ，3 一 岩 藻 人 省 醇 ，4 一 豆 当 醇 ，5 一 菜油 ，6 一 /- 谷 省 苹 
YMC-Pack * J SphereODS-AL (25mmX4.6mm, Sum) 
醇 -水 〔 体 积 比 =100 : 2) 
0.8ml/min 
3 
UV (210nm) 
10n1 
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3 
2 
1 
RA 
AIMNIN 
ER 一 小 麦 根系 分 泌 物 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 6 
色谱 峰 : 1 一 草酸 ;2 一 柠檬 酸 ; 3 一 苹果 酸 流动 相 : 硫酸 -水 溶液 
色谱 柱 : Bio-Rad Am inexHPX-87H (300mmX7.8mm) 检测 器 : UV (210nm) 
流 速 : 0.5ml/min 
4 
3 
] 
5 1 15 20 2 30 
smin 


区 二 EE 于 下。 黄连 中 生物 碱 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 盐酸 药 根 碱 ; 2 一 盐酸 黄连 碱 ; 3 一 盐酸 巴 马 洒 ;4 一 盐酸 小 辟 碱 
色谱 柱 : Phenomoil-C18 BDS (250mmX4.6mm，Shm); 











流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =45 : 55， 内 含 磷 酸 二 氧 钾 0.34g， 十 二 烷 基 硫酸 钠 0.17g ); 
流 速 : 1.0ml/min 柱 温 : 25TC 
进 样 量 : 10p1 检测 器 : 345nm 

1 























2 6 0 14 18 
FImin 
攻 EEKE 同 白喉 乌 头 中 的 氢 溴 酸 高 乌 甲 素 的 色谱 分 离 图 各 
色谱 图 : 1 一 氧 省 酸 高 乌 甲 素 流 ” 速 : 0.8ml/min 
色谱 柱 : X Bridge C (250mmX4.6mm，5hm) 检测 器 : 252nm 


流动 相 : 0.04mol/L 乙 酸 铵 - 乙 膊 (体积 比 =63 : 37) 柱 温 : 40'C 





色谱 柱 : 
柱 温 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
检测 器 : 








: 1.0ml/min 














第 十 三 章 ”天 然 产 物 样 品 谱 医 








A Som 0 eM 0 i 
finin 
雷公 芯 药 材 中 6 种 有 效 成 分 的 色谱 分 离 图 


1 一 雷公 滕 甲 素 ; 2 一 雷公 滕 内 酯 酮 ; 3 一 雷公 滕 普 碱 ;4 一 雷公 滕 次 碱 ，5 一 雷公 腾 红 素 ; 


未 ; 


















































6 一 雷公 藤 内 酯 

Agilent ZORBAX SB-C18 (250mm X4.6mm, Sum) 

0.1% 磷 酸 -0.2% 三 乙 胺 水 溶液 

35°C 流 速 : 0.75ml/min 
人 人 隧 碱 丰 





FMin 


中 药 千 层 塔 中 石 杉 碱 甲 的 色谱 分 离 图 
XCharge C18 柱 〈150mmX4.6mm，5hm) 
A. 0.1% 三 氟 乙 酸 水 溶液 ， B，0.09% 三 氟 乙 酸 乙 膊 
0 一 10min，5%B 一 8%B 流 速 : 2.0ml/min 
UV (310nm) 柱 温 : 30C 























总 I0 20) 30 40 50 
Fn 


苦 豆子 中 的 8 种 生物 碱 的 色谱 分 离 图 





: 1 一 野 靛 碱 ，2 一 苗 豆 碱 ，3 一 槐 定 碱 ，4 一 氧化 至 参 碱 ;5 一 氧化 槐 果 碱 ; 





6 一 苦 参 碱 ; 7 一 槐 果 碱 ;8 一 莱 曼 碱 


: Diamonsil C18 (250mm X4.6mm, Supm) 柱 温 : 35C 
由 : 0.05moll 的 磷酸 二 氧 钊 + 三 乙 胺 ，pH=6.45 进 样 量 : 10p1 


检测 器 : UV (205nm) 
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1 
1 
NT 
0 


0 人 0 可 
Hmin 
草 乌 中 3 种 生物 碱 的 色谱 分 离 图 

色谱 峰 : 1 一 葵 甲 酰 新 乌 头 原 碱 ;2 一 葵 甲 酰 乌 头 原 碱 ，3 一 葵 甲 酰 次 乌 头 原 碱 

色谱 柱 : Dikma kromasil (250mmX4.6mm，5hm) 

流动 相 ; 乙 有 睛 -四 氧 叶 喃 《体积 比 =25 : 15) 

柱 温 : 30C 

流 速 : 0.8ml/min 

检验 器 : UV (235nm) 




































































T 
n 15 30 45 
tmin 


大 豆 里 脂肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 四 
色谱 柱 : Shodex IEC DEAE-825 (75mmX 8.0mm) 
流动 相 : A. 20mmol/L 乙 醇 胺 盐酸 缓冲 液 (pH=9.0) +20mmol/L 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 -盐酸 ，pH=8.0 
B. A+ 0.5mol/L 氧 化 钠 
度 : 0 一 60min, A 一 B 
流 速 : 1.0ml/min 
温 
器 



































温 : 室温 
: UV (280nm) 


木瓜 蛋白 酶 色谱 分 离 图 ( pH=7.0 ) 外 

色谱 柱 : Shodex IEC SP-825 (75mmX8.0mm) 

流动 相 : A. 20mmol/L 钠 磷酸 盐 缓 冲 ，pH=7.0; 
B.A+0.5mol/L 氧 化 钠 

梯 度 : 0 一 60min, A 一 B 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 25'C 

检测 器 : UV (220nm) 














6 15 30 
tnin 


竺 世 科技 “上海 ) 有 限 公 司 . 





默 飞 世 尔 科技 有 限 公 局 
昭和 电工 科学 仪器 (上海 有 限 公司 . 

















国 默 克 公 司 . 








囊 伦 科技 有 限 公司 . 
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生化 医药 和 手 性 分 子 详 图 


14-1 


: 1 一 维生素 C( 抗 坏 





14-2 


色谱 峰 ; 





色谱 柱 ; 


捍 吕 于 


si 
EM 


检测 


维生素 色谱 分 离 图 [1 

酸 ); 2 一 维生素 B6〈 吡 哆 醇 ); 3 一 维生素 
E 素 Bs (泛酸 ); 
维生素 


























B1 (人 硫 胺 素 ); 4 一 维生素 B3( 烟 酰胺 ); 5 一 维 
6 一 维生素 M( 叶 酸 ); 7 一 维生素 B。( 核 黄 素 ); 8 
Bis( 氰 销 胺 ); 9 一 维生素 H(D- 生 物 素 ) 

































主 : BetaBasic C4 (15mmX4.6mm, Spym) 
上 用: A. 0.05mol/L 磷 酸 氧 二 钊 ，pH=6.5; 


B. 0.05mol/L 磷 酸 氧 二 钾 - 乙 膊 (1: 
4%B—40%B 


1), pH=3.5 
0 一 1Smin， 
1.0ml/min 
UV (205nm) 


维生素 类 色谱 分 离 图 中 

1 一 维生素 C (抗坏血酸 ); 2 一 维生素 Be; 3 一 维生素 B1; 4 一 叶 
酸 ; 5 一 维生素 B3; 6 一 维生素 H; 7 一 维生素 B12; 8 一 维生素 B， 
BETASIL C8 (15mmX4.6mm, Sum) 

A. 0.05mol/L 磷酸 氧 二 钟 ，pH=3.5; 

B. 50% 0.05mol/L 磷 酸 氧 二 印 -50% 乙 膊 ，pH=6.5 
4%B—40%B 









































0—> 15min, 
1.0ml/min 
UV (205nm) 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
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[De 














Tr T T T T T 了 
Emn 


烟 酸 、 硫 胺 素 、 叶 酸 等 色谱 分 离 图 门 








: 1 一 烟 酸 ，2 一 硫 胺 素 (B1); 3 一 叶酸 ; 4 一 烟 酰 胺 (B3); 5 一 握 钴 胺 素 (B12); 


6 一 核 黄 素 (B，) 


让 : Hypersil BDS C8 (250mm X4.6mm, Sum) 
旧 : A， 0.1molL 乙 酸 钠 ，B.， 乙 且 

: 1.0ml/min 

: t/min B/% 


0 3 
12 30 
13 50 
15 3 

















2 
1 
了 
1 
| sd Ne 
中 4 8 
fimin 


维生素 B 类 色谱 分 离 图 站 
1 一 硫 胺 索 (维生素 B1); 2 一 烟 酥 胺 (维生素 B3);，3 一 核 黄 素 (维生素 B,) 
Hypersil BDS C18 (150mmX4.6mm, Sum) 
醇 -0.05molL 磷 酸 盐 缓 冲 液 〈 体 积 比 =30 : 70)，pH=3.5 
1.0ml/min 
UV (254nm) 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 











LP] 








入 于 二 中 


3 I | 
nin 
维生素 B 类 色谱 分 离 图 站 
1 一 人 硫 胺 素 〈 维 生 素 B)); 2 一 吡 哆 醇 ( 维 生 素 Be); 3 一 烟 酰 胺 (维生素 B;) 
Hypersil 100 C18 (10mmX4.6mm) 
醇 -0.05molL 磷 酸 缓冲 液 〈 体 积 比 =20 : 80)，pH=3.5 
1.0ml/min 
UV (254nm) 





me | 






































[ T T 
) 1 2 
Hn 


维生素 色谱 分 离 图 门 











色谱 峰 : 1 一 维生素 B;; 2 一 维生素 B3; 3 一 生物 素 ; 4 一 维生素 B18; 5 一 维生素 Be; 6 一 维生素 A; 
7 一 维生素 D3; 8 一 维生素 DD， 
色谱 柱 : Hypersil Green PAH (15mmX2.1mm, Spm) 
流动 相 : A. 乙酸 贸 50mmolML;，B. 乙 且 - 异 丙 醇 《体积 比 =1 : 1)，pH=6.0; C. 四 氧 吴 叶 
梯度: t/min A/% B/% C/% 
0 80 20 0 
10 0 100 0 
20 0 30 70 
30 60 15 25 
流 速 : lmlmin 


0 
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小 





维生素 B1 色谱 图 四 

色谱 柱 : Shodex rspak DM-614 (150mmX 6.0mm) 
色谱 峰 : 1 一 维生素 Bi 

流动 相 : 45mmol/L KHPO4-55mmolLNa?HPO4 溶 液 
试 ” 剂 0.01% 的 K3aFe(CN)e+15% 的 NaOH 水 溶液 
流 量 : 0.7ml/min〔 流 动 相 )，0.7ml/min (试剂 














| 柱 温 : 25C 
a FE 检测 器 : 荧光 (hex375nm，Aem 450nm) 
9 I0 20 
fimin 
Ww 





Dr 
VE 


色谱 柱 : 
梯 度 : 


速 
温 度 : 
检测 器 : 


维生素 D 色谱 分 离 图 站 

色谱 峰 : 1 钙化 醇 〈 维 生 素 D;); 2 一 胆 钙化 醇 ( 维 和 9 
色谱 柱 : BETASIL® C18 (15mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 75% 乙 且 -25% 甲醇 

流 量 : 1.0ml/min 


检测 器 : UV (280nm) 












































' 
山 15 20 
min 














10 
| 
1 二 
Et 10 2n0 
mmim 


区 ER] 维生素 、N,N- 二 乙 基 苯胺、 除草 剂 成 分 等 的 色谱 分 离 图 品 





























7 一 未 知 ; 8 一 著 灭 净 ;，9 一 西 草 净 ，10 一 维生素 A2;，11 一 维生素 D3;，12 一 维生素 D， 
Hypercarb (100mmX4.6mm，5hmy) 

A. 水 ; B， 乙 且 - 异 丙 醇 《体积 比 =1 : 1); C. 二 氧 甲烷 

t/min A/% B/% C/% 





























0 70 30 0 
10 0 100 0 
23 0 235 75 
30 68 25 7 

lml/min 
室温 


UV (215~275nm) 


E 素 D3) 


: 1 一 维生素 B1，; 2 一 维生素 B6; 3 一 茶 酚 ; 4 一 茶 乙 酮 ;5 一 N- 乙 基 茶 胺 ;6 一 N,N- 二 乙 基 莱 胺 ; 


猎 ||1 症 


| 4oo 


m 
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254nm 
280mum 
/| 
0 < 1 
Ein 
360nm 
1 1 
J 5 10 0 3 10 
zmin fmin 


区 本 村) 维生素 A 色谱 分 离 图 中 





色谱 峰 : 维生素 A 

色谱 柱 : Hypersil ODS (15mmX4.6mm，10pm) 
流动 相 : 乙 且 -1% 乙 酸 镁 (体积 比 =95 : 5) 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : UV (254nm，280nm，360nm) 








fimin 


维生素 D 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 维生素 D, (麦角 钙化 醇 )，2 一 维生素 D3( 胆 钙化 醇 ) 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 6D (150mmX6.0mm) 
流动 相 : 乙 且 - 甲 醇 ( 体 积 比 =9 : 10) 

流 速 ; 1.5ml/min 
柱 温 : 27C 
检测 器 : UV (265nm) 















































也 3 ln 13 二 | 3 
imn 








10 13 20 
min 


was | 





tmin 


+D 
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小 





酯 溶性 维生素 色谱 分 离 图 门 








素 D， 
色谱 柱 : BETASIL C18 (15mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 75% 乙 有 捕 -25% 甲 醇 
流 量 : 1.0ml/min 


仿 测 器 : UV (280nm) 























脂 溶 性 维生素 色谱 分 离 图 四 

色谱 峰 : E 生 素 K; 2 一 维生素 A; 3 一 维生素 A 乙酸 酶 ; 

:D，; 5 一 维生素 D3; 6 一 维生素 E 乙 酸 酯 ; 
维生素 E; 8 一 维生素 Ki 

色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 4E (250mmX4.6mm) 

流动 相 : 乙 且 - 甲 醇 ( 体 积 比 =50 : 50) 

流 速 : 0.6ml/min 

丛 测 器 : UV (280nm) 

柱 温 : 30C 













































脂 溶 性 维生素 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 维生素 A; 2 一 维生素 D3; 3 一 维生素 E 乙 酸 栈 ; 
4 一 维生素 E; 5 一 维生素 

色谱 柱 : HyPURITY™MADVANCE (15mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 水 -甲醇 (体积 比 =10 : 90) 

流 速 ; 1ml/min 

温 度 : 25C 

检测 器 : UV (280nm) 















































TT 


色谱 峰 : 1 一 A- 视 黄 醇 :2 一 维生素 D3; 3 一 a- 生 育 酚 ; 4 一 维 生 


识 |1 泪 
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Pamin 








Aminm 














a -生育 酚 、w -生育 三 烯 酚 、B -生育 栈 等 的 








检测 器 : 


: 1 一 a- 生育 酚 ; 2 一 a- 生 育 三 烯 酚 ; 


色谱 分 离 图 外 











3 一 B- 生 育 酚 ; 4 一 y- 生 
育 酚 ;5 一 y- 生 育 三 烯 酚 ; 6 一 6- 生 育 酚 ; 7 一 6- 生 育 三 烯 酚 

















Et: Hypercarb (150mmX4.6mm) 
旧 : 正己 烷 - 异 丙 醇 -乙酸 (体积 比 =1000 : 6 : 5) 
: 1.0ml/min 


: 30C 





荧光 (如 Ax298nm，Aem 325nm) 


葡萄 糖 酸 毛 己 定 色 谱 分 离 图 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





Hypersil BDS C18 (S50mmX4.6mm, 3pm) 
30% 乙 有 睛 -70% 0.05mol/L 乙 酸 钠 缓冲 液 ，pH=5.5 
1.0ml/min 

UV (260nm) 


磺胺 类 化 合 物色 谱 分 离 图 中 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 


流 速 : 
检测 器 : 























1 一 对 氨基 茶 磺 酸 ;，2 一 人 磺胺 喀 蛇 ，3 一 磺胺 二 甲 喀 啶 ; 
4 一 对 氨基 茶 磺 酰胺 

HyperREZ XP RP100 (150mmX4.6mm, Sum) 

(a) 硫酸 钾 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =7 : 1)，pH=2.2; 

(b) 四 硼酸 二 钠 - 乙 且 〈 体 积 比 =6 : 1)，pH=9.2 
1.0ml/min 

UV (254nm) 
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| 
和 10 1s 20 25 
fimin 
烟 酸 、 异 烟 酸 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 烟 酸 ;2 一 异 烟 酸 
色谱 柱 : Hypersil APS (150mmX4.6mm，3hmy) 
流动 相 : 水 -甲酸 (体积 比 =18 : 82) 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : DAD (254nm，450nm) 


























J 


4- 乙 酰基 联 葵 、 康 力 龙 色谱 分 离 图 上 
色谱 峰 : 1 一 4- 乙酰 基 联 茶 ，2 一 康 力 龙 

色谱 柱 : Hypersil ODS 

ee 流动 相 : 甲醇 -0.05mol/L 磷 酸 二 氧 饼 〈 体 积 比 =85 : 15) 
流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : UV (230nm) 







































































HE 
min 
1 
4 
际 
| 
3 加 本 要 乙酸 、4- 氧 茶 基 - 双 肝 等 的 色谱 分 离 图 站 
, 色谱 峰 : 1 一 乙酸 ，2 一 4 - 氧 莱 基 - 双 肽 ，3 一 奎 宁 ; 4 一 氧 腺 ;5 本 ; 
1 6 一 氨 唑 ，7 一 氧 丙 
色谱 柱 : Hypersil ODS (10mmX2mm) 
流动 相 : 乙 有 睛 -0.02mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=2.5 (体积 比 =50 : 50 )， 
60mmol/ 世 的 SLS 和 10mmolEL 的 TBA 
站 a , 
流 速 : 1.0ml/min 
r r ' ”检测 器 : UV (254nm) 
i 2 50 


ENIM 
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分 析 化 学 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 


检测 器 : 











FE 册 6 液 相 色谱 分 析 





pmin 


流动 相 ，PH=7 











10 13 20 中 


ll 


tnin 


不 同 pH 值 对 马 来 酸 、 葵 甲酸 等 分 离 的 影响 谱 图 | 


1 一 马 来 酸 ， 2 一 尿 喀 啶 :3 一 葵 














酸 ，4 一 利多 卡 因 ;5 一 扑 尔 敏 ，6 一 多 塞 平 








BetaMaxBase (150mmX4.6mm，5hmy) 
35% 乙 有 睛 -65% 0.05mol/L 磷 酸 二 氧 钾 (pH=3; pH=7) 


1.25ml/min 
UV (254nm) 











ah 








林 可 老 素 与 克 林 老 素 色谱 分 离 图 口 

色谱 峰 : 1 一 林 可 霉 素 ，2 一 内 标 ; 3 一 克 林 霉 素 -B;， 4 一 7- 克 林 霉 素 ; 
5 一 克 林 霉 素 

色谱 柱 : AQUASIL C18 (25mmX4.6mm，5hmy) 

梯 度 : 60% 甲 醇 -40% 4g 寻 的 DL-10- 樟 脑 磺 酸 ，2g/ 的 乙酸 贸 ，0.2% 
冰 乙 酸 用 HCIl 或 NaOH 溶 液 调节 至 pH=6 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : RI 





















































色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 量 : 


检测 器 : 
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-44.0 








ee 


| 3 10 
Rn 
加 本 要 本” 兰 蔡 洛 尔 、 阿 米 蔡 林 色谱 分 离 图 [1 
1 一 普 蔡 洛 尔 ;， 2 一 阿 米 蔡 林 
BetaBasic C4 (15mmX 1mm, Sum) 
65% 甲 醇 -35% 0.05mol/L KH2PO4，pH=7 
1.0ml/min 
UV (254nm) 





























< 
3 了 
全 


RMIn 


乙酰 氨基 栈 、 咖 啡 因 、 阿 司 匹 林 等 的 色谱 分 离 图 站 
1 一 对 乙酰 氨基 酚 ; 2 一 咖啡 因 ; 3 一 阿司匹林 ; 4 一 茶 甲 酸 
BetaBasic C18 (10mmX4.6mm, Sum) 
69% 水 -28% 甲 醇 -3% 乙 酸 
1.2ml/min 
UV (275nm) 
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普 鲁 卡 因 胺 、N- 乙 酰 普 鲁 卡 等 药物 的 色谱 分 离 图 吕 

色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ; 2 一 普 鲁 卡 因 胺 ; 3 一 N- 乙 酰 普 鲁 卡 ，4 一 咖啡 
因 ; 5 一 N- 丙 酰基 普 鲁 卡 因 胺 

色谱 柱 : BETASIL Phenyl (15mmX4.6mm, Sum) 

流动 相 : 10% 乙 有 睛 -90% 0.05mol/L 磷 酸 二 氧 钊 ，pH=3.0 

流 速 : 1.0ml/min 

1 1 4 下 ,检测 器 : UV (254nm) 

















也 了 4 6 8 1 12 
min 
和 
4 
1 3 区 本 丈 辐 马 来 酸 、 普 鲁 卡 因 胺 、 利 多 卡 因 和 扑 尔 敏 色谱 
分 离 图 中 
色谱 峰 ，1 一 马 来 酸 ; 2 一 普 鲁 卡 因 胺 ;3 一 利多 卡 因 ; 4 一 扑 尔 敏 
色谱 柱 : BETASIL CN (15mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 20% 乙 且 -80% 0.05mol/L KH2PO4，pH=3 
流 速 : 1.25ml/min 
i 检测 器 : UV (254nm) 
时 3 4 
mnlin 


吡 哆 醇 、 硫 胺 素 、 烟 酰胺 等 的 色谱 分 离 图 吕 
色谱 峰 : 1 一 吡 哆 醇 ，2 一 硫 胶 素 ，3 一 烟 酰 胶 ，4 一 氟 钴 胶 ; 
5 一 核 黄 素 
色谱 柱 : BETASIL C18 (15mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A. 乙 膊 ; B. 0.05mol/L K?HPO4，pH=6.5 
梯 度 : 0 一 15min,，2%B 一 20%B 














流 量 : 1.0ml/min 
! ' 检测 器 : UV (265nm) 














5 
(= 
40) 20) 站 
Hinin 
对 5 0 0 3 
mmn 
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Pp 


2) 志 党 二 二 
zhmnin 


ep 
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抗 症 疾 药物 色谱 分 离 图 站 


407 | 




















色谱 峰 ，1 一 氢 丙 ; 2 一 毛 哗 ; 3 一 脱 乙 基 毛 哗 ; 4 氟 唑 ;5 
色谱 柱 : Hypersil ODS (100mmX2mm) 














流动 相 ， 乙 且 -0.02molL 磷 酸 盐 缓冲 液 〈 体 积 比 =45 : 55)，pH=2.5， 


90mmol/L SLS 和 5mmolL TBA 
检测 器 : UV (254nm) 


环 己 巴 比 妥 对 映 体 色谱 分 离 图 [ 

色谱 柱 : Hypersil ODS (100mmX4.6mm，3pm) 

流动 相 : 10mmol/L 的 NaaHPOs-MeOH (体积 比 =80 : 20)， 
配 5mmol/L B- 环 糊 精 ，pH=4 

流 速 : 1ml/min 

仿 测 器 : UV (240nm) 





马 来 酸 、 扑 尔 敏 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 马 来 酸 ;2 一 扑 尔 敏 

色谱 柱 : Hypersil WP 辛 基 (150mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 20% 的 乙 且 -0.05molL 磷 酸 二 氧 钊 ，pH=3.5 
流 速 : 1.25ml/min 

仿 测 器 : UV (254nm) 
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Sey 

































































色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (150mmX4.6mm) 

流动 相 : 甲醇 -0.05molL 磷 酸 盐 缓 冲 液 〈 体 积 比 =17 : 83)，pH=2.16 
流 速 : 0.8ml/min 

检测 器 : UV (254nm) 




















2 
) 5 10 0 5 10 人 
fimin timin timin 
ia) tb) (0) 
可 待 因 、 利 多 卡 因 、 可 卡 因 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 可 待 因 ; 2 一 利多 卡 因 ; 3 一 可 卡 因 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : (a) 30% 0.05mol/ 世 甲酸 铵 -70% 乙 有 睛 ，pH=3; 
(b) 30% 0.05mol/L 乙 酸 铵 -70% 乙 有 睛 ，pH=4; 
(c) 20% 0.005mol/L 磷 酸 二 氧 钾 -80% 乙 有 睛 ，pH=4 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (230nm) 
加， “和 8 i 
Hm 
普 鲁 卡 因 胺 、 对 乙酰 氨基 栈 等 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 普 鲁 卡 因 腕 ，2 一 对 乙酰 氮 基 酚 ，3 一 M- 乙 酰 普 鲁 卡 因 胺 ，4 一 (+)- 伪 麻黄 碱 ; 5 一 咖啡 因 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
检测 器 : 





色谱 峰 : 





色谱 柱 : 


流 速 : 
检测 器 ; 
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1 
3 

CH; 
人 NUCOCIDNIC5B? 

2 CH, 

1 

COOCH: COOCH2CH2CH: 
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| \ OI 


0) 








r T 





0 
tnin 
利多 卡 因 和 对 羟基 茶 甲 酸 酯 色谱 分 离 图 口 
酸 丙 酯 















































1 一 利多 卡 因 ; 2 一 对 羟基 葵 甲 酸 甲 酯 ，3 一 对 羟基 茶 
Hypersil BDS C8 (150mmX4.6mm) 

30% 乙 且 -70% 0.05mol/L 磷 酸 二 氧 钊 ，pH=3.5 
1.25ml/min 

UV (254nm) 














2 3 0 d 12 15 18 
Prmmin 


普 鲁 卡 因 胺 、 咖 啡 因 等 的 色谱 分 离 图 
1 一 尿 喀 啶 ;2 一 普 鲁 卡 因 胶 ，3 一 N- 乙 酰 普 鲁 卡 因 胺 ,4 一同 啡 因 ;， 5 一 N- 丙 酰基 普 鲁 卡 
因 胺 
(a) Typical Phenyl (150mm X4.6mm, Sum); (b) BETASIL C18 (150mmX4.6mm, Spm) 
(a) 乙 且 -0.05molL 磷 酸 二 氧 钊 《体积 比 =10 : 90)，pH=3.5; 
(b) 乙 且 -0.02molL 磷 酸 盐 缓冲 液体 积 比 =45 : 55)，pH=2.5 
1.25ml/min 
UV (254nm) 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 
































利多 卡 因 和 阿 米 替 林 色 谱 分 离 图 中 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 


1 一 利多 卡 因 ; 2 一 阿 米 奉 林 

Hypersil BDS C18 (150mm X4.6mm, Sum) 

醇 -0.05mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 〈 体 积 比 =30 : 70)，pH=3.5 
1.0ml/min 

UV (254nm) 




















伪麻黄碱 、 利 多 卡 因 、 拉 明和 扑 尔 敏 色谱 分 离 图 中 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 


1 一 伪麻黄碱 ，2 一 利多 卡 因 ;3 一 拉 明 ; 4 一 扑 尔 敏 
Hypersil BDS C18 (100mmX4.6mm, 3um) 
20% 乙 有 睛 -80% 0.05mol/L KH;PO4，pH=2.5 
2.0ml/min 

UV (220nm) 


抗 抑 郁 药 色谱 分 离 图 门 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 




















1 一 去 甲 符 林 ; 2 一 多 塞 平 ，3 一 阿 米 灯 林 ; 4 一 曲 米 帆 明 
Hypersil BDS C18 (150mmX4.6mm, Sum) 

60% 乙 且 -40% 0.01molL 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=7.0 
1.0ml/min 

UV (254nm) 




















色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
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4 
FRR、 
0 . | 
mim 


奥 沙 西洋 、 去 甲 西 洋 、 替 马 西洋 等 的 色谱 分 离 图 
1 一 奥 沙 西洋 ，2 一 去 甲 西洋 ;3 一 替 马 西洋 ;4 一 地 西洋 
Hypersil BDS C18 (100mmX4.6mm, 3um) 

乙 有 稍 -50mmol/L KH2PO4 (体积 比 =35 : 65)，pH=3.5 






































1.5ml/min 
UV (240nm) 
上 
1 
0 4 8 
0 二 8 12 16 20 
hin 
国名 ”对 乙酰 氨基 酚 代 谢 物色 谱 分 离 图 [1 
: 1 一 对 乙酰 氨基 酚 葡 糖苷 酸 ，2 一 对 乙酰 氨基 酚 令 酸 盐 ，3 一 对 乙酰 氨基 酚 半 胱 氨 酸 ; 
4 一 扑热息痛 
EF: Hypercarb (100mmX4.6mm, 7um) 


旧 : 85% 乙 且 -15% H3PO4，pH=1.0 


: 1.0ml/min 
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| 412 分 析 化 学 手册 【6 ) 液 相 色谱 分 析 






































和 10 流 速 : 1.0ml/min 


1 
4 止痛 药 色谱 分 离 图 中 
全 色谱 峰 : 1 一 茶 丙 氮 酸 ; 2 一 阿司匹林 ; 3 一 扑热息痛 ; 4 一 水 杨 酸 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
流动 相 : 甲醇 -水 -乙酸 (体积 比 =95 : 4 : 1) 
tt 


tmin 


吐 康 唑 色谱 分 离 图 [1 


色谱 峰 : 1 一 噬 康 只 ;2 一 5 一 唆 康 唑 杂质 











色谱 柱 : Hypercarb (100mmX3.0mm，7pm) 


3 
4 
Co Tf 流动 相 : 四 和 氧 呈 喃 -水 -氨水 (体积 比 =70 : 30 : 1)，pH=10 
流 速 : 1.5ml/min 


检测 器 : UV (220nm) 











Hin 





5 10 15 20 
rnin 
脱 氢 皮 质 ( 省 ) 醇 、 地 塞 米 松 等 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 :2 一 脱氧 皮质 〈 人 省 ) 醇 ;， 3 一 地 塞 米松 ;4 一 氧化 可 的 松 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 ; 乙 膊 -0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 (体积 比 =70 : 30) 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
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小 





抗 惊厥 药物 色谱 分 离 图 口 
色谱 峰 : 1 一 苯妥英 钠 ，2 一 茉 巴 比 妥 ， 3 一 卡 马 西平 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
流动 相 甲醇 - 乙 膊 -0.02mol/L 磷 酸 缓 冲 液 ( 体 积 比 =10 : 50 : 40)，pH=6.4 
流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 : UV (215nm) 















































1 1 U 
2 10 20 


EMIN 


奥 沙 西洋 、 替 马 西洋 等 的 色谱 分 离 图 [ 
色谱 峰 : 1 一 奥 沙 西洋 ，2 一 替 马 西洋 ，3 一 地 西洋 ，4 一 硝 西洋 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 

流动 相 :; 甲醇 -水 (体积 比 =85 : 15) 

温 度 : 26°C 

流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 : UV (235nm) 

























































































[we 











出 3 lo 13 
EMInN 


普 重卡 因 酰 胺 色谱 分 离 图 [1 

色谱 峰 : 1 一 普 鲁 卡 因 胺 ，2 一 N- 乙 酰 普 鲁 卡 因 胺 ，3 一 N- 丙 栈 基 普 鲁 卡 因 胺 

色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 ，A. 19% 三 氟 乙 酸 水 溶液 ; B. 乙 且 - 异 丙 醇 《体积 比 =1 : 3) -1% 三 氢 
乙酸 











速 : 1.0ml/min 
梯 度 : 0 一 10min，35%B 一 95%B 





Min 


[Le 


环 孢 素 制 剂 C18 色谱 分 离 图 [1 

色谱 峰 : 1 一 环抱 霉 素 A，2 一 环抱 素 记 

色谱 柱 : Hypercarb (10mmX4.6mm，5Shmy) 
流动 相 : 甲醇 
流 速 ; 1.5ml/min 
温 度 : 70°C 

1 给” 测 : UV (206nm) 
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| 414 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 








茶 二 氮 平 类 药物 色谱 分 离 图 [ 
色谱 峰 ，1 一 奥 沙 西洋 ; 2 一 将 马 西 洋 ;， 3 一 地 西洋 ;4 一 硝 
色谱 柱 : Hypercarb (3mmX2.1mm，5Shmy) 
流动 相 : A. 50mmol/L 乙 酸 铵 溶液 ，pH=9.0; 
B. 乙 且 - 异 丙 醇 〈 体 积 比 =1: 1) 
梯 度 : 0 一 3min,，2%B 一 100%B 
流 速 : 0.4ml/min 
温 度 : 500C 
压 : 4.5kV 
检测 器 ; ESI 



































由 
泛 















































人 
[TU 











国光 区 名 布 洛 芬 色谱 分 离 图 上 

色谱 柱 : Chiral HSA (15mmX4.6mm) 

i 流动 相 : 10% 乙 且 在 0.05mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=6.9，4mmol/L 
C 





pe 


(ClL: HUCK TICOO1L 辛酸 
i 


: 0.8ml/min 


I 上 
温 度 : 23°C 
人 检测 器 : UV (254nm) 
> pp 1 
EMin 


Le 


甲 氟 唑 色谱 分 离 图 口 

色谱 峰 : 1 气 哗 ; 2 一 氯 喷 

色谱 柱 ， 蔡 基 脲 (250mmX4.6mm) 

流动 相 : 己 烷 - 异 丙 醇 - 甲 醇 ( 体 积 比 =82 : 4 : 14) 
中 流 速 : 1.5ml/min 

检测 器 : UV (254nm) 
























































EMM 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
温 度 : 








色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 


检测 器 ; 
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| 1 
2 
而 
而 [ \ 
3 2 4 6 0 2 4 
Hmin Amin 
{a) thy 


抗菌 药 色 谱 分 离 图 门 
1 一 哮 喃 唑 酮 ; 2 一 呵 座 酸 ，3 一 蔡 咒 酮 酸 
HyPURITY™ADVANCE (15mmX4.6mm, Sum) 
(a) 0.1% 磷 酸 - 乙 且 〈 体 积 比 =62 : 38); (b) 5% 乙 酸 - 乙 膊 (体积 比 =40 : 60) 
lml/min 
UV (215nm) 


室温 


2 











a 5 10 
Emm 
抗 高 血压 利尿 剂 色谱 分 离 图 中 
1 一 阿 替 洛 尔 ，2 一 咖啡 因 :， 3 一 氧 氯 噬 嗪 ;4 一 阿 米 洛 利 
HyPURITY™ADVANCE (15mmX4.6mm，5hm) 
25mmol/L 磷 酸 氧 二 钟 -甲醇 《体积 比 =80 : 20)，pH=7 


lml/min 




















室温 
UV (254nm) 
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| 416 分 析 化 学 手册 【6 ) 液 相 色谱 分 析 














2 
PIT 
3 
1 


De” vo i Ss 0 5 10 

Faull £min 
不 同 pH 值 条 件 下 抗 焦虑 药物 的 色谱 分 离 图 门 

色谱 峰 : 1 一 奥 沙 西洋 ;2 一 利 眠 宁 ; 3 一 非 多 虑 平 

色谱 柱 : HyPURITY™MADVANCE (15mmX4.6mm，5hmy) 

流 速 ; 1ml/min 

温 度 : 室温 

检测 器 : UV (254nm) 
































Ss 1 
timin 


B- 受 体 阻 滞 剂 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 阿 蔡 洛 尔 ; 2 一 纳 多 洛 尔 ; 3 一 呵 哄 洛 尔 ; 4 一 噬 吗 洛 尔 ; 5 一 美 托 洛 尔 ; 6 一 氧 燃 洛 尔 ; 
7 一 拉 贝 洛 尔 ; 8 一 普 蔡 洛 尔 
色谱 柱 : HyPURITY™ C18 (15mmX4.6mm, Shum) 
流动 相 ， 乙 有 睛 -20mmolL 乙 酸 匀 (pH=4.2) 
梯 度 : 0~20min，20% 一 50% 乙 且 
流 速 : 1ml/min 
检测 器 : UV (270nm) 
温 度 : 室温 








流 速 : 
检测 器 : 
温度: 





Dr 
VE 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 

速 : 
柱 温 : 
检 测 : 
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| bh 10 
fimm 


B- 受 体 阻 滞 剂 色谱 分 离 图 中 
1 一 阿 蔡 洛 尔 ; 2 一 纳 多 洛 尔 ;3 一 美 托 洛 尔 ; 4 一 噬 吗 洛 尔 ; 5 一 心得 安 ，6 一 叫 吹 洛 尔 
Hypercarb (100mmX4.6mm，5hmy) 
A. 水 -0.5% 三 扰 乙 酸 ; B. 乙 且 - 异 丙 醇 《体积 比 =1 : 3) -0.5% 三 扰 乙 酸 
t/min A/% B/% 


























0 10 90 
10 20 80 
25 30 70 
30 40 60 
1.0ml/min 
UV (270nm) 
40°C 
4 5 
1 
2 
3 
白 
0 4.0 aD 


tmm 
区 本 要 时 ”86- 受 体 阻 滞 剂 色谱 分 离 图 站 
1 一 帕 非 洛 尔 ; 2 一 塞 利 洛 尔 ;3 一 比索 洛 尔 ; 4 一 美玲 洛 尔 ;5 一 普 茜 洛 尔 ; 6 一 阿 普 洛 尔 
LiChroCART® 55-4 Purospher@ STAR RP-18 endcapped，3hm 




















醇 -0.05mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 〈 体 积 比 =45 : 55)，pH=3.0 
1.0ml/min 
30°C 
UV (220nm) 
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418 分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 








hy 


含 氮 物 质 的 代谢 物色 谱 分 离 图 外 
1 色谱 峰 : 1 一 尿素 ; 2 一 肌 酸 ，3 一 肌 醋 
色谱 柱 : Shodex IC ys-50 (125mmX4.6mm) 
流动 相 : 10mmol/L 磷 酸 水 溶液 
流 速 : 1.0ml/min 
入 柱 温 : 40C 
Ve 检测 器 : UV (210nm) 


Emm 














WHE235 




















LVI280nmy) Jp/z250 
布 比 卡 国 m289 
| mep Wsd55 
1 进入 质量 检测 
1 
册 味 哗 iz281 
人 二 和 UL r i hl | = 
ow M2 SO 13 人 A 
Hmin Hn 


对 照 血 清 中 各 种 药物 的 LC-MS 分 析 色 谱 图 四 
色谱 柱 : Shodex odp2 hp-2b (50mmX2.0mm) 
流动 相 : 10mmolL 乙 酸 贸 溶 液 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =70 : 30) 
流 量 : 0.2ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (280nm)，ESI-MS (SIM 阳 性 》 





Le 
2 


感冒 药 的 组 分 分 析 色 谱 分 离 图 四 
| 色谱 峰 ，1 一 阿司匹林 ;2 一 咖啡 因 ，3 一 水 杨 酰胺 ，4 一 氨基 比 林 ; 
5 一 非 那 西 丁 
4 色谱 柱 : Shodex rspak ds-613 (150mm xX 6.0mm) 
流动 相 : 15mol/L 的 碰 酸 盐 缓 冲 液 - 乙 膊 (体积 比 =75 : 25)，pH=7.2 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 


[ T T T 检测 器 : UV (254nm) 
虽 3 10 1s 20 25 
tNin 
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3 
2 
| 甲 基 黄 最 蛤 类 色谱 分 离 图 外 
: 色谱 峰 : 1 一 黄 味 叭 ，2 一 可 可 碱 ; 3 一 茶 碱 ; 4 一 咖啡 因 
色谱 柱 : Shodex rspak ds-613 (150mmX6.0mm) 
流动 相 : 水 - 乙 膊 (体积 比 =88 : 12) 
流 速 : 1.0ml/min 
归 柱 温 : 40'C 
1 和 二 检测 器 : UV (254nm) 
Fn 
1 
血清 中 酰 氢 酚 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 峰 :， 1 一 对 乙酰 氨基 酚 
色谱 柱 : Shodex odp2 hp-4d (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 0.1% 三 氟 乙 酸 - 乙 有 睛 《体积 比 =93 : 7) 
流 量 : 0.5ml/min 
柱 温 : 40C 
5 和 和 0 检测 器 : UV (254nm) 
Amin 








尿 液 中 利 培 酮 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 柱 : Shodex odp2 hp-4d (150mmX4.6mm) 
吉 册 流动 相 ; 0.1% 三 气 乙 酸 - 乙 膊 (体积 比 =93 : 7) 
{38nin) 流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 40C 
检测 器 : UV (215nm) 


和 
[ T T 
对 10 20 和 物 
tnin 


猎 ||1 冲 


| 420 分 析 化 学 手册 【6 ) 液 相 色谱 分 析 











2 了 上 
zimin 
局 部 麻醉 剂 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 葵 佐 卡 因 ; 2 一 利多 卡 因 ; 3 一 丁 卡 因 
色谱 柱 : Shodex rspak de-413 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 20mmol/L 磷 酸 钠 缓冲 液 - 乙 有 睛 “体积 比 =50 : 50)，pH=9.0 
流 速 : 0.8ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (254nm) 














2 























0 10 20 0 10 20 
Minin 
消炎 镇 痛 拒 剂 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 D,L- 樟 脑 ，2 一 左旋 薄荷 醇 ，3 里 酚 ; 4 一 甲 基 水 杨 酸 酯 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 80% 甲 醇 
流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 30'C 
检测 器 : RI 
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5- 氟 尿 喀 睿 、 普 茜 洛 尔 、 盐 酸 莱 海 拉 明 等 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 5- 氟 尿 喀 啶 〈5-FU);， 2 一 普 蔡 洛 尔 ; 3 一 盐酸 茶 海 拉 明 ;4 一 氧化 可 的 松 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 4D (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 25mmol/L 的 磷酸 钠 缓冲 液 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =70 : 30)，pH=3.0 
流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 30'C 
检测 器 : UV (254nm) 








> 

















FNIN 


巴 比 妥 类 药物 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 巴 比 妥 ;2 一 葵 巴 比 妥 ;3 一 环 已 巴 比 妥 ;4 一 戊 巴 比 妥 ;5 一 司 可 巴 比 妥 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 4D (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 50mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 -甲醇 (体积 比 =75 : 25)，pH=11.0 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 30'C 
检测 器 : UV (254nm) 
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巴 比 妥 类 药物 色谱 分 离 图 门 

色谱 峰 ， 1 一 丁 巴 比 受 ; 2 一 异 成 巴 比 妥 ; 3 一 成 巴 比 妥 ; 4 一 茶 

比 妥 ;5 一 司 可 巴 比 妥 

色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 

流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =80 : 20)，0.1% 省 化 十 六 烷 基 三 甲 基 
铵 (CTAB) 和 0.03mol/L KOH 

流 速 ; 1.0ml/min 
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9 4 8 12 16 
Hinin 


马 来 酸 依 纳 普 利 的 色谱 分 离 图 四 

色谱 峰 : 1 一 马 来 酸 依 纳 普 利 

色谱 柱 : Shodex rspak ds-413 (150mmX4.6mm) 

流动 相 : 20mmol/L 人 磷酸 钠 缓冲 液 - 乙 且 (体积 比 =80 : 20), pH=6.8 
流 速 ; 1.0ml/min 

柱 温 : 70'C 

检测 器 : UV (210nm) 











rnin 


糖尿 病 药物 的 色谱 分 离 图 外 
| 色谱 峰 : 1 一 米 格 列 醇 ，2 一 伏 格 列 波 糖 ，3 一 阿 卡 波 糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 ， 乙 且 - 水 《体积 比 =70 : 30) 
3 流 速 ; 1.0ml/min 
\ ae 柱 温 : 30C 


r 天 检测 器 : RI 
0 15 


tnin 

















= 
a | 


利 巴 韦 林 色谱 峰 外 

色谱 峰 : 1 一 利 巴 韦 林 

色谱 柱 : Shodex SUGAR KS-801 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : H20 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 80C 

检测 器 : UV (207nm) 
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区 本 本 青霉素 类 抗生素 的 色谱 分 离 图 向 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流 速 : 
检测 器 : 






































1 一 阿 英 西林 ; 2 一 氮 休 青霉素 
Shodex rspak de-413 (150mmX4.6mm) 
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25mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 - 乙 膊 (体积 比 =50 : 50)，pH=4.5 


0.6ml/min 
40°C 
UV (254nm) 


大 环 内 酯 类 抗生素 的 色谱 分 离 图 四 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 量 : 
柱 温 : 
检测 器 : 














1 一 红 霉 素 ，2 一 阿奇霉素 


Shodex Asahipak odp-40 4E (250mm X 4.6mm) 


40mmol/L 磷 酸 钾 缓冲 液 - 乙 膊 (体积 比 =40 : 60)，pH=11.0 


0.5ml/min 
40°C 
UV (223nm) 


区 本 本 罗 ” 泛 影 葡 胺 色谱 图 四 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





1 一 泛 影 葡 胺 
Shodex rspak nN-414 (150mm X 4.6mm) 
三 气 乙 酸 -甲酸 -水 〈 体 积 比 =0.05 : 0.3 : 100) 
1.0ml/min 

35°C 

RI 























抗 凝 血 药 肝 磷脂 色谱 图 时 





流 速 : 
柱 温 : 


检测 器 : 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 


1 一 肝 磷 脂 

Shodex OHpak sb-806mHQ (300mm X8.0mm 
0.1mol/L 硝 酸 钠 水 溶液 

1.0ml/min 

40C 

RI 
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样品 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
进 样 量 : 




















流 速 : 
检测 器 : 


色谱 柱 ; 














An fmIn 
{a tb] 


血液 中 黄 蕉 昔 分 析 色谱 分 离 图 中 














(a) 空白 血样 ，(b) 空白 血浆 中 加 黄 芬 苷 
Krom asil C18 (150mm X4.6mm, Spum) 



































































































































匀 浆 (和 蛋白质);(c) 便 脂 酸 甲 酯 
LiChrospher® RP-4 ADS (20mmX4mm )， 
LiChrospher® 60 RP-select B (250mm X 4mm) 
95% 水 -5% 甲 醇 转 换 为 30% 乙 且 -70% 水 
1.0ml/min 

奖 光 (hex 445nm，Aem 560nm) 
























































醇 -四 氧 味 喃 -50mmol/L 磷 酸 二 氧 钠 缓冲 溶液 (体积 比 =40 : 5 : 60)，pH=2.6 
1.0ml/min 
20p1 
0 5 [Wy 
FMIN min Pimin 
{a) {by {ce) 
表 阿 雪 素 肝 肿 瘤 药 物色 谱 分 离 图 中 
华 : (a) 标准 : 4 注射 用 盐酸 表 阿 霉 素 -HCl， 上 肝 匀 浆 的 上 清 液 〈 蛋 白质);，(b) 上 清 肝 肿瘤 
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心 - 
hb- 
3- 
十 - 
Un 
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tnin 


磺胺 类 药物 色谱 分 离 图 

























































































色谱 峰 : 1 一 磺胺 喀 啶 ，2 一 磺胺 甲 基 喀 啶 ;3 一 磺胺 异 咀 只 ，4 一 磺胺 吡啶 ;5 一 磺胺 类 (0.1%) 
色谱 柱 : TLC 硅 胶 60 
样品 量 : 0.75hl 
流动 相 : 乙酸 乙 酯 -甲醇 -25% 氮 水 溶液 〈 体 积 比 =60 : 20 : 2) 
检测 器 : UV (254nm) 
be 
AD 
人 
1 
上 ~- 
区 
oo 
十 
到 
只 到 过 于 CC | 
= ‘~ oo 
RN 于 
RAR 大 一 "2 十 
Ns 10 15 2 25 an 35 45 5 
Enin 
加 本 本 克 ” 洋 托 拉 唑 钠 色 谱 分 离 图 叫 
色谱 柱 : Purospher@ STAR RP-18 endcapped (5mmX2.1mm, 2um) 
流动 相 : A. 1.74g 磷 酸 毛 二 钾 +1000ml 水 ， 用 稀 磷 酸 (330g/L)〉 调 节 pH=7.0; B. 乙 且 
流速 : 0.6ml/min 
梯 度 : 0 一 1.5min，20%B 一 28%B，1.5min 一 4.0min，28%B 一 40%B; 之 后 ， 保 持 lmin 
进 样 量 : 7hl 
柱 温 : 40'C 





检测 器 : 


UV (290nm) 
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3 5 10 
mmm 
2,4,5- 三 羟基 茶 、 左 旋 多 巴 、 甲 基 多 巴 等 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 2,4,5- 三 羟基 葵 ， 2 一 多 巴 胺 ; 3 一 左旋 多 巴 ; 4 基 多 巴 ; 5 一 3,4- 二 羟基 茶 乙 酸 ， 
6 一 卡 比 多 巴 ， 7 一 3- 羟 基 葵 乙酸 
色谱 柱 : Chromolith@PerformanceRP-18E (100mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 甲醇 ，B. 0.1% 三 气 乙 酸 水 溶液 
流 速 ; 2ml/min 
梯 度 : 0.0min 一 1.0min，100% B; 1.0min 一 10min，100%B 一 80%B 
柱 温 : 室温 
进 样 量 : 5p1 
仿 ” 测 : UV (282nm) 



















































































| 5 1 15 20 
timim 


类 固 醇 色 谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 胆固醇 ，2 一 菜油 省 醇 ，3 一 豆 省 醇 ，4 一 二 氧 人 省 醇 ，5 一 久 -省 类 固 醇 
色谱 柱 : BETASIL C8 (150mmX4.6mm，5S5hmy) 
流动 相 : 90% 乙 且 -10% 水 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (200nm) 
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v1 








纪 10 15 20) 
fimin 


类 固 醇 色谱 分 离 图 四 



























































色谱 峰 ，1 一 可 的 松 ，2 一 强 的 松 龙 ，3 一 举 醋 
色谱 柱 : Shodex OHpak sb-802.5HQ (300mmxX8.0mmy) 
流动 相 : 水 - 乙 有 睛 《体积 比 =60 : 40) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 70TC 
检测 器 : UV (240nm) 
6 
8 
Wr 站 19 
Un 
类 固 醇 类 药物 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 泼 尼 松 龙 ，2 一 可 的 松 ; 3 基 多 巴 ; 4 一 去 甲 举 酮 ;5 一 此 二 醇 ，6 一 季 酮 ; 
7 一 皮质 酮 ，8 一 雌 酮 
色谱 柱 : Chromolith@ Performance RP-18 endcapped (2 根 ) 
流动 相 : 乙 且 -7 
梯 度 : 0 一 7.0min，80% 水 一 10% 水 
流 速 : 3.0ml/min 
检测 器 : UV (220nm) 
柱 温 : 室温 
进 样 量 : 10hl 


427 | 


拔 |1 波 


| 428 


分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 

















3 
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这 让 
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zimin 


阿 替 洛 尔 、 叫 唆 洛 尔 、 美 托 洛 尔 等 的 色谱 分 离 图 中 





色谱 柱 : Chromolith@ HighResolution RP-18E (50mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 有 稍 -0.02mol/L 伙 酸 缓冲 液 ，pH=2.5 

流 速 ; 3.5ml/min 

梯 度 : 0.0min，20% 乙 有 睛 ;0.3min，40% 乙 且 

柱 温 : 室温 

进 样 量 : 1p1 

检测 器 : UV (230nm) 





+ 














1 2 3 4 
Aminm 
索 他 洛 尔 、 阿 替 洛 尔 、 美 托 洛 尔 等 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 :1 一 索 他 洛 尔 ; 2 一 阿 替 洛 尔 ; 3 一 美 托 洛 尔 ; 4 一 普 奈 洛 尔 
色谱 柱 : LiChroCART® 250-4Aluspher@ 100 RP-select B，5um 
流动 相 : 甲醇 -0.025mol/L NaOH (体积 比 =50 : 50) 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (220nm) 


《1 一 























色谱 峰 :1 一 阿 替 洛 尔 ;，2 一 叫 吹 洛 尔 ;，3 一 美 托 洛 尔 ; 4 一 比索 洛 尔 ;5 一 拉 贝 洛 尔 ;， 6 一 心 
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30 80 10.0 130 14.0 
mnmin 


毛 甲 睾酮 、 宝 丹 酮 、 美 雄 酮 等 的 色谱 分 离 图 中 



































: 1 一 气 甲 测 酮 ， 2 一 宝 丹 酮 :3 一 美 雄 酮 ; 4 一 轴 酮 ;5 举 酮 ; 6 一 醋酸 宝 丹 酮 ; 7 一 醋酸 























时 酮 ，8 一 两 酸 诺 龙 ，9 一 两 酸 尝 酮 ，10 一 葵 丙 诺 龙 
































色谱 柱 : Chromolith@ CapRod@ RP-8e (150mmX0.1mm) 
流动 相 : 水 - 乙 膊 流 速 : 2pl/min 
梯 度 : 0 一 3min，12% 乙 且 一 27% 乙 膊 (持续 1min)，4min 一 15min，27% 乙 且 一 90% 乙 且 (持续 5min) 
进 样 量 : 0.01nl 柱 温 : 25'C 
检测 器 : UV (290nm) 
5 
1 : 
7 8 11 
713 10 
9 
12 
4 
Li 
了 5 10 15 
Emin 
加 EPE 同 氟 甲 拟 酮 、 勃 地 酮 、 美 雄 酮 等 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 氟 甲 睾酮 ，2 一 勃 地 酮 ;3 一 美 雄 酮 ,4 一举 酮 ;5 举 酮 ; 6 一 勃 地 酮 酯 ，7 一 酷 酸 烽 




































































诡 酮 ， 8 一 两 酸 诺 龙 ;9 一 丙 酸 界 丸 酮 ，10 一 葵 丙 诺 龙 ;，11 一 异己 酸 尝 酮 ，12 一 丙 酸 测 酮 


EF: Chromolith® HighResolution RP-18e (2X100mmX4.6mm+1 X50mmX4.6mm) 
肯 : 乙 且 - 水 流 速 : 1.0ml/min 

: 0 一 2min，55% 乙 且 一 95% 乙 且 ，2min 一 15min， 保 持 95% 乙 且 

: 室温 进 样 量 : 10hl 

检测 器 : 


UV (240nm) 
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DNISO 














3 1 2 3 
Hnin 


史 环 全” 普 蔡 洛 尔 、 硝 葵 地 平 色 谱 分 离 图 四 





色谱 峰 ，1 一 普 蔡 洛 尔 ，2 一 硝 葵 地 平 
色谱 柱 : Chromolith@ SemiPrep RP-18 endcapped 
流动 相 : A. 水 ; B. 0.05% 三 撩 乙酸 





速 : 8ml/min 

梯 度 : Wmin: 0 1 全 
A/%: 5 5 90 95 95 

检测 器 : UV (214nm) 

进 样 量 : 400p1 














.1 色谱 峰 : 
色谱 柱 : 





Le 





速 
柱 温 : 
进 样 量 : 
; o 检测 器 : 





10 ls 20 


“5 
N= 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 





3 10 ls 20 


位 测 器 : 


(100mm Xx 10mm) 


乙酰 水 杨 酸 、 水 杨 酸 、 对 羟基 茶 甲 酸 乙 酯 的 


色谱 分 离 图 四 
1 一 乙酰 水 杨 酸 ，2 一 水 杨 酸 ，3 一 对 羟基 葵 甲 酸 乙 酯 
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18, Sum 
0.01mol/L 人 磷酸 二 氧 钠 ， 们 酸 - 乙 有 捕 -甲醇 (体积 比 =70 : 25 : 
5), pH=2.0 






































速 : 1.0ml/min 


室温 
100hl 
UV (237nm) 


泌 尼 松 龙 、 可 的 松 、 地 塞 米 松 的 色谱 分 离 图 四 





1 一 泌 尼 松 龙 ，2 一 可 的 松 ，3 一 地 塞 米 松 ，4 一 醋酸 泌 尼 松 龙 ; 
5 一 栈 酸 氧化 可 的 松 ;，6 一 醋酸 可 的 松 

LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 100 RP-18，5hm 

乙 有 睛 -0.3mmol/L 乙 酸 钠 缓冲 液 〈 体 积 比 =30 : 70) 
0.8ml/min 

室温 


UV (235nm) 
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9 2 Is 1S 2 六 

tmin 

茶 基 乙 丙 胺 等 化 合 物 的 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 茶 基 乙 丙胺 ;2 一 PMA; 3 一 丙 二 醛 (MDA ); 4 一 甲 基 葵 丙胺， 5 一 二 亚 甲 基 双 和 氧 安 
非 他 明 (MDMA); 6 一 乙 基 茶 丙 胺 ; 7 一 N- 甲 基 二 乙醇 胺 (MDEA) 
色谱 柱 : LiChroCART® 250-4 Aluspher@ 100 RP-selectB ，5hm 
流动 相 : 甲醇 -0.025mol/L NaOH (体积 比 =25 : 75) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (215nm) 


5- 
op- 
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Lo VCH; 
CCH;)s 
1 2 2 
pe OO 
0 4 8 12 16 0 4 * 12 16 


dnin 

去 丁 丙 诺 啡 和 丁 丙 诺 啡 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 去 丁 两 诺 啡 ，2 一 丁 丙 诺 啡 
色谱 柱 : Purospher@ STAR RP-18 endcapped (2hm) Hibar® HR (10mmX2.1mm) 
流动 相 : A，0.1% 甲 酸 的 Milli-Q 超 纯 水 ;，B. 0.1% 甲 酸 的 乙 且 溶 液 
流 速 : 0.7ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (270nm) 
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多 符 : 请 
3 Cl 
HO 
全 -IT CH: 110, 
Ch ne 
Ne 
Cl 
0 于 8 12 16 20 6 4 8 12 16 20 
timin Amm 
La) (b) 


曲 马 多 和 去 曲 马 多 的 色谱 图 中 
色谱 峰 : (a) 曲 马 多 ; (b) 去 曲 马 多 
色谱 柱 : Purospher@ STAR RP-18 endcapped (2hm) Hibar@ HR (5mmX2.1mm) 
流动 相 : A. 0.1% 甲 酸 的 Milli-Q 超 纯 水 ，B. 0.1% 甲 酸 的 乙 且 深 液 
流 速 : 0.4ml/min 
柱 温 : 40C 
检测 器 : UV (270nm) 
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乙 基 硫酸 盐 和 乙 基 葡 萄 糖 醛 酸 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : (a) 乙 基 硫酸 盐 ; (b) 乙 基 葡萄 糖 醛 酸 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (3hum，200A) PEEK (15mmX2.1mm) 
流动 相 : 乙 膊 -5mmol/L 乙 酸 饼 ( 体 积 比 =85 : 15)，pH=6.8 
流 速 : 0.2ml/min 
柱 温 : 25C 
检测 器 : UV (270nm) 





{《 
wn 尿 圳 素 色谱 分 离 图 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC®-HILIC (150mmX4.6mm，5hmy) 
| 流动 相 ， 乙 且 - 甲 酸 缓冲 液 (体积 比 =25 : 75)，pH=6.8 

| 流 速 ; 0.5ml/min 
ls | . 柱 温 : 30C 

: 检测 器 : UV (210nm) 
ID 15 
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NH: 1 
CY 
HO No 
ee 
OI ON NA 
A 
9 5 1 15 20 25 
Imi 
加 本 于 四” 阿 所 胞 苷 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 阿 扎 胞 背 ，2 一 杂质 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (Sum，200A) (150mmX4.6mmy) 
流动 相 : 乙 且 -10mmol/ 工 乙酸 铵 缓冲 液 〈 体 积 比 =10 : 90) 
流 速 : 2.0ml/min 柱 温 : 25C 
检测 器 : UV (242nm) 
3 NI NII 
HN 人 NH, Pe , EL 
NE Cn 
要 3 
op 3 
HN i, 
:i > 
J 
1 5 1 15 20 25 30 
fimin 
加 本 本 司 氨基 股 、 三 聚 氰 胺 、 二 甲 双 股 色谱 分 离 图 日 
色谱 峰 : 1 一 握 基 肛 : 2 一 三 聚 氰 胶 ， 3 - 甲 双 肽 





色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 :; 乙 有 睛 -10mmol/ 世 乙酸 匀 缓 冲 液 〈 体 积 比 =85 : 15) 
流速: 1.5ml/min 柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (218nm) 





1 


em 人 0 
Winin 
茶 基 酸 和 乙 喧 爱 色 谱 分 离 图 叫 
色谱 峰 : 1 一 共 基 酸 ; 2 一 乙 喀 啶 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC®-HILIC (150mmX4.6mm, Shum) 
流动 相 : 乙 有 睛 -10mmol 江 乙酸 铵 缓冲 液 〈 体 积 比 =90 : 10)，pH=6.8 
流速: 0.5ml/min 柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (254nm) 
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amin 


EE 头孢 痉 氨 某 色 谱 图 外 


色谱 峰 : 头孢 羟 氨 荣 

色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC PEEK (150mmX4.6mm，3hmy) 
流动 相 : 乙 且 -200mmol/L 乙 酸 饺 缓冲 液 〈 体 积 比 =90 : 10)，pH=4.5 
流 速 ; 1.0ml/min 

柱 温 : 30C 

检测 器 : UV (254nm) 
















































































3 5 
4 
2 
区 了 下 二 ”利用 Purospher® STAR RP-18E 分 离 卡 比 多 巴 
1 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 1,5- 二 产 茶 丙 氨 酸 ; 2 一 左旋 多 巴 ; 3 基 多 巴 ; 4 一 多 巴 
6 胺 ; 5 一 卡 比 多 巴 ; 6 一 3,4- 二 羟基 茶 乙 酸 ; 7 一 3- 甲 基 卡 比 多 巴 
色谱 柱 : LiChroCART® 150-4.6mm Purospher@ STAR RP-18E, 5um 
流动 相 : A. 甲醇 ，B. 20mmol/L 磷 酸 二 氧 钟 缓冲 溶液 ，pH=4.3 
流 速 : 1.0ml/min 
梯 度 : 0.0 一 2.4min，1%A; 2.5min 一 15.0min，1%A 一 14%A 
ET 检 测 : UV (282nm) 
2 2 5 yn I0 125 15.0 
Finn 


含 氧 酸 色 谱 分 离 图 站 

色谱 峰 : 1 一 丙酮 酸 ，2 一 2- 氧 代 丁 酸 ，3 一 纺 氮 酸 

色谱 柱 : LiChroCART® 250-4mm LiChrospher@ 100 RP-18，5hm 
流动 相 : 甲醇 -水 - 乙 膊 (体积 比 =35 : 45 : 20) 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 

检测 器 : 荧光 (Xx 350nm，Aem 410nm) 
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图 14-100 


Fimin 


比较 不 同 条 件 下 普 鲁 卡 因 胺 色谱 分 离 图 中 



































检测 器 : 














(b) 5mmol/L 十 二 烷 基 硫酸 钠 +0.05mol/L 磷 酸 二 氧 钾 缓冲 液 ( 体 积 比 =50 : 50); 
(c) 乙 膊 -水 ，pH=4.0( 体 积 比 =55 : 45); 
(d) 乙 膊 水 ，pH=4.0( 体 积 比 =60 : 40) 


奖 光 (hex 318nm，Aem 413nm) 


色谱 峰 : 1 一 尿 喀 蛇 2 一 普 鲁 卡 因 胺 ，3 一 N- 乙 酰 普 鲁 卡 ，4 一 咖啡 因 ; 5 一 N- 丙 酰基 普罗 卡 因 酰 ; 
6 一 茶 酚 
色谱 柱 : (a) BetaBasic C18; (b) BetaMax Neutral; (c) BetaMax Acid; (d) BetaMax Base; 尺 
寸 均 为 150mmX4.6mm,，5pm 
流动 相 : 90%50mmolL 的 磷酸 二 氧 钾 - 10% 乙 膊 ，pH=3.5 
流 速 : 1.25ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
E 
We 
ZiTi 
1 Zt1) 
A 
Zl ZC¥) 
FA 
5 Me 和 3 内 1 20 
mu tmm 
{9} ic} 
人 汉人 县， 提 
a 
ztlly 
aly} ZN) 
ya 
T T T r T Tr T 
二 3 19 二 40 0 5 9 15 2 
tmin tmin 
hi id 
ET 芭 。 吉 哌 隆 色 谱 分 离 图 i" 
色谱 峰 : 2Z 一 吉 哌 隆 ; Z( 了) 一 奉 米 哌 隆 ; Z (本 ) 一 阿 扎 哌 隆 ; Z 《IV) 一 匹 洋 哌 降 ; Z(V) 一 哌 罗 匹 隆 
色谱 柱 : Hypersil ODS (15mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : (a) 5mmolL 十 二 烷 基 硫酸 钠 +0.05molL 磷 酸 二 氧 钾 缓 冲 液 〈 体 积 比 =30 : 70); 
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436 分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 








抗坏血酸 色谱 图 上 
色谱 峰 : 1 一 抗坏血酸 ;，2 一 尿 喀 啶 
色谱 柱 : BetaMax Acid (150mmX4.6mm，5S5hm) 
流动 相 : 0.01mol/L KH2PO4，PH=2.6 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (220nm) 





























WMIn 


ty 


可 [ 同 抗 坏 血 酸 色谱 图 站 

| 色谱 峰 ，1 一 抗坏血酸 ，2 一 尿 喀 喀 

色谱 柱 : YMC Pack ODS-AM (15mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 2% 乙 且 -98% 的 5mmol/L 甲 酸 镁 ，pH=3 
流 速 : 1.0ml/min 

= 检测 器 : UV (254nm) 
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1 
3 
23 
加 
4 
| 
二 羟基 丙酮 、 葵 心安 、 甲 茶 多 塞 平等 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 二 羟基 丙酮 ，2 一 蔡 心 安 ，3 茶 多 塞 平 ， 4 一 邻 茶 二 
酸 二 丁 酯 ，5 一 多 西 他 赛 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 甲醇 -0.05mol/L NaaHPO4 (体积 比 =75 : 25)，pH=7 
Ud 流 速 : 1.0ml/min 
工 检测 器 : UV (254nm) 
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3 多 巴 胺 的 微 孔 含量 色谱 分 离 图 趾 





色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (10mmX1mm，5pm) 

流动 相 : 13% 甲 醇 +87%50mmol/L 的 磷酸 二 和 毛 钠 ，0.l1mmol/L 
EDTA，407mg/L 辛 磺 酸 ，pH=5.6 

流 速 : 0.8ml/min 

检测 器 : Antec 的 壁 射 流 流动 池 ， 在 620mV 电 极 
































J T 
2 3 10 


劳 拉 西洋 、 硝 西洋 等 的 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 尿 喀 了 啶 :2 一 劳 拉 西洋 ，3 一 硝 西洋 ，4 一 奥 沙 西洋 ; 
5 一 地 西洋 

色谱 柱 : Hypersil BDS 茶 基 (1$mmX4.6mm，5S5hmy) 

流动 相 : 40% 乙 且 -60% 水 

流 速 : 1.0ml/min 

J T T 检测 器 : UV (254nm) 




























































































smin 


烟 酰 胺 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 烟 酰胺 -N- 氧 化 物 ; 2 一 羟基 烟 栈 腕 ， 3 一 1- 甲 基 -2- 
吡啶 -5- 甲 酰胺 ; 4 一 1- 甲 基 -4- 吡 啶 酮 -5- 甲 酰胺 ，5 一 1- 甲 基 烟 
酰胺 ; 6 一 烟 酰 胺 ，7 一 6- 甲 基 烟 酰胺 

色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (25mmX4.6mm,， 5pm) 

流动 相 : 7mmol/L 庚 烷 磺 酸 -2mmol/L 的 三 甲 胺 -5mmol/L 的 磷酸 二 氧 

i i 钾 磷 酸 -53mmol/L 的 正 磷酸 
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区 EZg[ 司 硫 戊 巴 比 受 等 离子 色谱 分 离 图 吕 
色谱 峰 : 1 一 硫 戊 巴 比 妥 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (25mmX2mm，5hmy) 


流动 相 : 85% 乙 膊 -15% 水 
流 速 : 0.4ml/min 


T 检测 器 :UV (280nm) 
1 2 4 6 
ENN 

















Le 


硝 基 儿 茶 酚 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 4- 硝 基 儿 茶 酚 ，2 一 对 硝 基 儿 茶 酚 硫酸 
色谱 柱 : Hypersil C18/SAX (25mmX4.6mm) 
流动 相 : 甲醇 -乙酸 溶液 (体积 比 =50 : 50)，pH=2 


\ 流 速 : 1.0ml/min 
续 
et hee 


检测 器 : UV (254nm) 





























| 四 环 素 、 米 诺 环 素 与 地 美 环 素 色谱 分 离 图 上 
色谱 峰 ，1 一 米 诺 环 素 ，2 一 四 环 素 ，3 一 地 美 环 素 
| 色谱 柱 : SymmetryShieldTMRP8 
进 样 量 : 20hHl 
网 | li a a 流动 相 : 0.1% 三 气 乙 酸 - 乙 且 - 甲 醇 ( 体 积 比 =91 : 7 : 2) 
wd 中 空门。 流速， 0.9ml/min 
1 ' ' | I 检测 器 : UV (279nm) 
0 10 20 30 
Minin 
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5 加 本 本 到 拉 贝 洛 尔 对 映 体 色谱 分 离 图 站 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
流动 相 : 甲醇 -3mmolL B- 环 糊 精 (体积 比 =40 : 60)，pH=1.8 





























I 流 速 : 1.0ml/min 
5 检测 器 : UV (300nm) 





EMn 
人 bn 
茶 二 氮 非 对 映 异 构 体 色谱 分 离 图 站 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
流动 相 : (a) 二 吧 这 - 乙 膊 (体积 比 =2.5 : 97.5); 
(b) 二 鹃 烷 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =10 : 90) 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 








[名 | 
ely SES 


只 
On SSs 





EE me 芭 
1 20 3 10 20 30 
fm Emmn 
Iq) ih) 


( 户 ) 和 ( S) 型 华 法 林 色 谱 分 离 图 人 
色谱 柱 : (a) Chiral BSA; (b) Chiral HSA 
流动 相 : (a) 50mmol/L 的 磷酸 盐 绥 冲 液 - 乙 膊 (体积 比 =85 : 15)，pH=7; 
(b) 50mmol/ 工 的 磷酸 盐 缓冲 液 - 乙 有 睛 《体积 比 =95 : 5)，pH=7 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 


流 速 : 
检测 器 : 
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TT 和 T Rh T 
小 10 0 10 
wmin Pimin 
《dt) {by 


加 本 本 尿 液 中 有 机 溶剂 代谢 物色 谱 分 离 图 四 
(a) 标准 品 ;，(b》 尿 液 (100 们 稀释 ) 












































: 1 一 肌 栈 ;2 一 扁桃 酸 ，3 一 马 尿酸 ;4 一 邻 甲 基 马 尿酸 ;5 一 对 甲 基 马 尿 酸 ，6 一 间 

















基 马 


Shodex rspak de-413 (150mmX4.6mm) 

(20mmolL 磷 酸 钠 -20molL B- 环 糊 精 -4.5mmol/L 十 二 烷 基 硫酸 钠 缓 冲 液 ) + 乙 且 (体积 比 = 
5 :1), pH=3.2 

1.0ml/min 柱 温 : 50°C 

UV (225nm) 














Emi 


B- 胡 更 卜 素 色谱 分 离 图 中 





: (a) 1 一 叶 黄 素 ，2 一 玉米 黄 质 ，3 一 4- 番 茄 红 素 ;5 一 6- 隐 黄 质 ，6 一 x- 胡 葛 卜 素 ; 








7 一 pb- 胡 更 卜 素 
(b) 1 一 视 黄 醇 ，2 一 母 育 酚 ; 3 一 o- 生 育 酚 ; 4 一 y- 生 育 酚 ;5 一 a- 生 育 酚 











让 : AQUASIL C18 (250mm X4.6mm, Spum) 
上 用: 83% 乙 且 -16% 二 氧 六 环 -1% 甲 醇 
: 1.5ml/min 检测 器 : UV (450nm),， UYV (325/300nm) 























色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 量 : 
柱 温 : 
检测 器 : 








色谱 柱 : 
保护 柱 ; 
流动 相 : 
温 度 : 
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再 酮 - 环 己 烷 3: 


hy 


再 贿 - 玉 以 反 0 


再 同 - 环 败 (1: 多 
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0 20 各 
en 


氟 丙 菊 酯 、 三 环 唑 色谱 分 离 图 


1 一 氛 丙 菊 酯 ，2 一 三 环 哗 

Shodex CLNpak EV-G AC (100mm X20.0mm) 
丙酮 - 环 己 烷 

Sml/min 

40°C 

UV (254nm) 











10 15 
pnlin 


血清 提取 物 的 色谱 分 离 图 多 


€&5- 
-Ai- 





(a) 空白 :(b) 加 标 样品 














1 一 可 可 碱 ; 2 一 副 黄 味 叭 ;3 一 茶 碱 ;4 一 B- 环 糊 精 ;5 一 同 啡 因 








SymmetryShieldi™RP8 (150mmX 3mm) 

3.9mm X20mm 

20mmol/L 乙 酸 铵 - 乙 且 〈 体 积 比 =95 : 5)，pH=5 
0.6ml/min 

25°C 


检测 : UV (273nm) 


(a) 
th) 
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色谱 柱 : 
流 速 : 
进 样 量 : 
温 度 : 
检测 器 : 




















色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 








hh 











内 4 10 


timin 


L- 抗 坏 血 酸 和 异 抗坏血酸 色谱 分 离 图 内 























1 一 工 -抗坏血酸 维生素 C)，2 一 异 抗坏血酸 
YMC Pack ODS-AM (15mmX4.6mm, Sum) 
20mmol/ 工 乙酸 铵 -3mmolL 四 丁 基 洗 化 金 
1.0ml/min 

Sul (0.05mg/ml) 






































































30C 
UV (250nm) 
人 人 
NOC 本 
et 2 | 
四 | roo 
! C 
3 | 
HCOH . 
i ] 
CH:OH 
CHOH 
i 10 
EmMIn 
国有 本 本 W 抗坏血酸 和 异 抗坏血酸 色谱 分 离 图 向 
1 一 抗坏血酸 ; 2 一 异 抗坏血酸 
Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mm X 4.6mm) 
20mmol/L 人 磷酸 二 氧 钠 - 30mmolL 磷 酸 溶液 (20%) + 乙 膊 (80%) 
1.0ml/min 
35'C 
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Emin 
加 本 EE 咖啡 因 、 胆 碱 、 牛 磺 酸 的 色谱 分 离 图 中 
: 1 一 咖啡 因 ，2 一 胆 碱 ,3 一 牛 磺 酸 ;4 一 肌 糖 ，5 一 肉 毒 碱 
Et: SeQuant@ ZIC®-HILIC (3.5pm, 100A) (15mmX2.1mm) 


流动 相 : A. 乙 且 -0.1mol/L 乙 酸 贸 缓 冲 液 《〈 体 积 比 =70 : 30)，pH=4.5; 
B. 乙 且 -0.1mol/ 工 乙酸 匀 缓 冲 液 〈 体 积 比 =90 : 10)，pH=4.5 
流 速 : 0.4ml/min 
梯 度 : 0 一 2.0min，100%A; 
2.01min—>12min, 100%A—60%A; 
12.01min—>17min, 100%A 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (205nm) 


1 
{b) 
{a) 
2 4 6 8 





检测 器 : 


: 1 一 土 霉 素 
EF: Hypersil BDS (10mmX4mm，5S5hmy) 

上 用: A. 水 ，pH=2.1， 硫 酸 调节 ; B. 丙烯 且 
让: 0 一 10min 15%B 一 60%B 

: 0.5ml/min 

&. 252C 


timin 


区 本 本 EE 到。 内 中 四 环 素 残留 的 痕 量 分 析 
(a) 空白 样 ，(b) 猪肉 成 分 分 析 标准 物质 

















UV-DAD 
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LvVe2l0nm) 








tmin 








ye A a a 
Pimin 
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ID 














4 
中 加 
\ 





T 
4 0 
imin 


$8 10 


聚 山梨 酯 色谱 分 离 图 四 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





色谱 柱 : 
洗 脱 剂 ; 
流 速 : 
温 度 : 
进 样 量 : 
检测 器 : 














肝素 色谱 图 外 


色谱 柱 : 
洗 脱 剂 ; 
流 速 : 
温 度 : 
进 样 量 ; 
检测 器 : 





图 14-125 


1] 一 肾上腺 素 ; 2 一 L- 多 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





聚 山 梨 酯 


Shodex Asahipak GF-310 HQ (300mm X7.5mm) 


乙 且 - 水 《体积 比 =70 : 30) 


0.8ml/min 
40°C 
UV (210nm); RI 


硫酸 乙酰 肝素 色谱 图 四 


YMC Pack Diol -300 (50mm xX 8.0mm) 


水 

1.0ml/min 

室温 (24'C) 
20U (5.0mg/ml) 
RI 


YMC Pack Diol-300 (50mm xX 8.0mm) 


水 

1.0ml/min 

室温 

20U (5.0mg/ml) 
RI 


PDI 





一 ; 


肾上腺 素 等 色谱 分 离 图 中 


3 一 DL- 酪 氨 酸 ;4 一 香草 扁桃 酸 








AQUASIL C18 (100mmX4.6mm, Sum) 
98% 0.1mol/L KHPO4-H3PO4-2% 乙 有 睛 ，pH=3.0 


1.0ml/min 
UV (210nm) 











色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 


ws 
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Lo 
































: 1 一 去 甲 肯 上 腺 素 ，2 一 章鱼 胶 ， 3 一 酒石酸 肯 上 腺 素 ，4 一 多 巴 胺 ;5 一 多 巴 ，6 一 去 


黄 碱 ;7 一 半 水 麻黄 碱 ; 8 


时 
天 本 130 
tm 


多 巴 胺 等 色谱 分 离 图 品 



































N- 甲 基 麻 黄 碱 

















A. 乙 且 ; B，0.1% 磷 酸 


lml/min 


0%A 一 30%A (15.0min 内 ) 


30°C 
10p1 
UV (210nm) 


Et: LiChroCART® 150-4.6mm Purospher® STAR RP-18E, Sum 
流动 相 : 
流 速 : 
梯 度 : 
柱 温 : 
进 样 量 ;: 
检测 器 ; 


OH 














Fin 


加 本 本 EW@W。 儿 茶 栈 胺 代谢 物色 谱 分 离 图 中 
1 一 尿 香草 扁桃 酸 (VMA); 2 一 高 香草 酸 (HVA) 
Shodex Asahipak es-502n 7C (300mm xX 8.0mm) 


























50mmol/L 双 三 凑 
1.0ml/min 

UV (280nm) 
30°C 





基 和 氨基 





烷 丙 烷 t+200mmol/L NaCl (HCI1 调 节 至 pH=7.0) 
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10 15 20 
Nm 
烟 酰胺 、 吡 哆 醛 等 的 色谱 分 析 图 加 
色谱 峰 : 1 一 烟 酰 胺 ; 2 一 吡 哆 醛 ，3 一 烟 酸 ，4 一 抗坏血酸 ;，5 一 硫 胺 ;6 一 核 黄 素 ; 7 一 叶酸 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (3.5hum，100A) PEEK (15mmX2.1mm) 
流动 相 : A. 乙 且 -100mmol/L 甲 酸 镑 《〈 体 积 比 =90 : 10)，pH=3.5 
B. 乙 且 -100mmolL 甲 酸 匀 〈 体 积 比 =50 : 50)，pH=3.5 
梯 度 : 1.1Imin， 拖 尾 因子 (USP)1.6; 2.1min， 拖 尾 因子 (USP) 1.6; 3.3min， 拖 尾 因子 (USP) 
1.2; 11.3min， 拖 尾 因子 (USP) 1.0; 12.2min， 拖 尾 因子 (USP) 1.3; 13.5min， 拖 尾 因 
子 (USP) 1.1; 14.9min， 拖 尾 因子 (USP) 1.1 
流 速 : 0.55ml/min 柱 温 : 30'C 
检测 器 : UV (254nm) 


< 
~ 



















































































de Ne rt 
ain 
蔡 普 生 等 药物 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 峰 : 1 一 溶剂 峰 ，2 一 非 那 西 丁 ; 3 一 咖啡 因 ，4 一 吉 非 罗 齐 ; 5 一 茜 普 生 ; 6 一 双氯芬酸 
色谱 柱 : SeQuant@ (15mmX2.1mm) ZIC@-HILIC (3.5um，100A) 
流动 相 : 乙 有 睛 -0.3mmol/L 乙 酸 钠 缓 冲 液 〈 体 积 比 =30 : 70) 
流 速 : 1.2ml/min 检 测 : UV (50 一 500nm ) 
温 度 : 室温 





























Ne md t Rl 


茶 二 酚 类 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 对 茶 二 酚 ; 2 一 间 茶 二 酚 ; 3 一 2- 氧 酚 ; 4 一 4- 氧 酚 ; 5 一 2，4- 二 氧 酚 
色谱 柱 : AQUASIL C18 (200mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =15 : 85) 流 速 : 1.2ml/min 
险 ” 测 : UV (228nm) 温 度 : 室温 





从 
让 
景 





















































小 
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色谱 柱 : 





un 
二 


finin 
(hy 


2 种 混合 磺胺 药 标准 液 ( 2hg/ml ) 梯度 洗 脱 色谱 图 门 


酰 磺胺 噬 唑 ;7 一 磺胺 对 


: 1 一 磺胺 醋 酰 ，2 一 磺胺 喀 啶 ，3 一 磺胺 噬 唑 钠 ，4 一 杯 磺 胺 噬 哗 ，5 一 磺胺 咏 哗 ，6 一 琥珀 















































FP 氧 喀 蛇 ;8 一 磺胺 间 甲 氧 喀 喧 ; 9 一 磺胺 二 甲 氧 喀 蛇 ; 10 一 磺胺 



































机 上 3 




















咀 唑 ，11 一 磺 胶 二 甲 旷 是 ，12 一 磺胺 米 隆 ，13 一 磺胺 胀 ，14 一 磺胺 二 甲 异 喀 啶 





ODS C18 (250mm X4.6mm, Sum) 


(a) 乙 且 -0.3% 冰 醋酸 ( 
(b) 甲醇 -0.3% 冰 醋酸 ( 


1.0ml/min 

















: 20p1 





体积 比 =10 : 90); 

体积 比 =40 : 60) 

柱 温 : 35'C 

检 测 : UV (240 一 280nm ) 








磺胺 药 混合 标准 液 ( 2hg/ml ) 梯度 洗 脱色 





谱 图 口 
色谱 峰 : 1 一 磺胺 噬 唑 钠 ，2 一 栈 磺 胺 噬 唑 ;3 一 磺 胶 哮 哗 ，4 一 琥 
珀 酰 磺胺 噬 唑 
色谱 柱 : ODS C18 (250mmxX4.6mm，5hmy) 


流动 相 : 乙 且 - 磷 酸 盐 《体积 比 =30 : 70) 
流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 35C 

进 样 量 : 20hl 

仿 ” 测 : UV (240 一 280nmy) 
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] 2 4 6 8 10 li 


Hinin 


阿 笋 酸 色 谱 图 







































































色谱 柱 : Shim-PackVP-ODS (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 甲醇 -水 - 冰 醋 酸 ( 体 积 比 =32 : 66 : 2) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 20C 
进 样 量 : 20p1 
检 测 : UV (323nm) 
4 人 8 0 
tmin 

肉桂 酸 色 谱 图 中 
色谱 柱 : Shim-PackVP-ODS (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 甲醇 -水 - 冰 醋 酸 〈 体 积 比 =70 : 29 : 1) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
进 样 量 : 20hl 
检 测 : UV (280nm) 

1 
0 8 
Himin 

芥 麦 色谱 分 离 图 口 
色谱 峰 : 1 一 咖啡 酸 
色谱 柱 : Shim-PackVP-ODS (150mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 甲醇 -水 -甲酸 (体积 比 =35 : 64 : 1) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25C 
进 样 量 : 20p1 














: UV (323nm) 
































小 
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| 4 6 8 
tmin 


咖啡 酸 标准 溶液 色谱 图 门 


色谱 柱 : Shim-PackVP-ODS (150mmX4.6mm,， 5pum); 












































Shim-PackVP-ODS (10mmX4.6mm, Sum) 检 测 : UV (323nm) 
流动 相 : 甲醇 -水 -甲酸 (体积 比 =35 : 64 : 1) 流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25'C 进 样 量 : 20p1 





2 [四 20 3D -9 Sa 
PN 


峰 胶片 溶液 色谱 分 离 图 由 






















































































色谱 峰 : 1 一 阿 魏 酸 ; 2 一 葵 甲 酸 ，3 一 水 杨 酸 ; 
4 一 肉桂 酷 ，5 一 棚 皮 素 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 : Shim-PackVP-ODS (150mmX4.6mm,， 5pum); 进 样 量 : 20p1 
Shim-PackVP-ODS (10mmX4.6mm, Sum) 仿 ” 测 : 0 一 20min, UYV (323nm); 
柱 温 : 30C 20min~25min, UV (230nm); 
流动 相 : 0 一 45min， 甲 醇 - 磷 酸 ( 体 积 比 =27 : 73); 25min—>37min, UV (236nm); 
45min~~60min， 甲 醇 - 磷 酸 〈 体 积 比 =43 : 57); 37min 一 45min，UV (280nm ); 
60min 一 65min， 甲 醇 -磷酸 (体积 比 =27 : 73) 45min—65min, UV (254nm) 
2 
4 
. 入 
条 5 10 15 20 
tmin 


峰 胶片 溶液 色谱 分 离 图 由 












































色谱 峰 :1 一 阿 魏 酸 ;2 一 葵 甲 酸 ，3 一 水 杨 酸 ， 
一 肉桂 醋 ，5 一 棚 皮 素 进 样 量 : 20hl 
色谱 柱 : Shim-PackVP-ODS (150mmX4.6mm，5S5um ); 仿 ” 测 : 0 一 7min,，UYV (323nm) 
Shim-PackVP-ODS (1l10mmX4.6mm, Sum) 7min 一 10min，UV (230nm) 
柱 温 : 25°C 10min 一 14min，UV (236nm) 
流动 相 ; 甲醇 -0.2% 磷 酸 〈 体 积 比 =45 : 55) 14min 一 18min，UV (280nm) 














流 速 ; 1.0ml/min 18min 一 28min，UV (254nm) 
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1 
Br 


tmin 

加 本 二 EE 和 省 芬 酸 钠 滴 眼 液 中 茶 扎 溴 铵 的 色谱 图 四 
色谱 峰 : 1 一 茶 扎 省 金 
色谱 柱 : Zorbax C18 (250mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 0.003mol/L 磷 酸 氧 二 匀 溶 液 - 乙 膊 (体积 比 =40 : 60)，pH=3.0 
流 速 ; 1.0ml/min 
E 温 : 30'C 
进 样 量 : 20hl 
仿 ” 测 : UV (214nm) 





























34 
号 
1 
| 
| 
人 i ee a0 
Hinin 


胺 菊 酯 、 三 毛毛 氰 菊 酯 、 高 效 氯氰菊酯 等 混合 液 的 色谱 分 离 图 四 






































色谱 柱 : Symmetry @ C18 (250mmX4.6mm，Sum) 
流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =80 : 20) 

流 速 ; 1.0ml/min 

柱 温 : 30C 

进 样 量 : 20p1 

位 测 : UV (200 一 300nmy) 























3 


了 四 


3 5 10 15 a0 55 30 
FU 
毛 老 素 羊毛 脂 软 谊 色谱 峰 办 
色谱 峰 : 1 一 氯 霉 素 ，2 一 对 硝 基 共 甲醛，3 一 氧 霉 素 二 醇 
色谱 柱 : 安捷伦 C18 (250mmX4.6mm，5pm) 
流动 相 : 0.01molL 庚 烷 磺 酸 钠 缓 冲 液 -甲醇 (体积 比 =68 : 32) 
流 速 : 1.0ml/min 
E 温 : 30C 
进 样 量 : 20p1 
丛 ” 测 : UV (277nm) 



























































色谱 蜂 ，1 一 胺 菊 酯 ，2 一 三 气 氧 氰 菊 酯 ，3 一 高 效 氧 握 菊 酯 ，4 一 四 和气 甲 配 菊 酯 ，5 一 5" 氰 戊 菊 本 
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0 50 I00 150 200 
timin 


白花 前 胡 甲 素 和 白花 前 胡 乙 素 色谱 分 离 图 外 



















































































色谱 峰 : 1 花 前 胡 甲 素 ; 2 花 前 胡 乙 素 
色谱 柱 : ULTRON VX-ODS (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =70 : 30) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 
进 样 量 : 20p1 
仁 ” 测 : UV (321nm) 
1 
3 
| 0 
时 
2 
YA 
0 
< 二 | 
) 10 20 30 
Emin 
SEE ”类固醇 激 素 色谱 分 离 图 丰 
色谱 峰 : 1 一 醛固酮 ; 2 一 皮质 酮 ; 3 一 去 氧 皮质 本 
色谱 柱 : Shodex Asahipak gf-310HQ (300mmX8.0mm) 
流动 相 : 乙 - 乙 膊 (体积 比 =55 : 45) 
流 量 : 0.5ml/min 
检测 器 : UV (240nm) 
柱 温 : 30C 


性 分 子 谱 攻 
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人 人 
3 了 10 
Minin 
| | 
0 10 20 
tmin 





30 








肉 碱 色 谱 分 离 图 四 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 





1 一 肉 碱 

Shodex rspak nN-814 (250mm X 8.0mm) 
0.1mol/L 人 磷酸 水 溶液 

1.0ml/min 

UV (210) 

25°C 


4- 氨 基 茶 酸 色 谱 分 离 图 ( pH=7.0 ) 外 


色谱 柱 : 





梯度 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 


Shodex AFpak AAV-894 (S50mm xX 8.0mm) 

A. 0.01mol/L 乙 酸 钠 缓 冲 液 (pH=7.0) +0.15mol/L NaCl; 
B. 0.1mol/L 乙 酸 - 丙 醇 《体积 比 =50 : 50) 

Omin, A; l3min, B 

1.0ml/min 

UV (260nm) 


室温 


强 的 松 、 氢 化 泼 尼 、 地 塞 米松 等 的 色谱 分 离 图 


色谱 峰 ; 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





1 一 强 的 松 ，2 一 氧化 泌 尼 松 ; 3 一 地 塞 米 松 ，4- 一 倍 他 米松 ; 
化 可 的 松 ; 6 一 沁 尼 松 龙 

Hypercarb (100mmX4.6mm, 7um) 

水 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =15 : 85) 

1.0ml/min 

UV (240nm) 





5 一 氧 
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NFZ 
LZD 
1 2 3 于 3 6 6 1 3 3 4 3 
emjn tmin 
(a) {by 
回 丁 可 殉 ” 叶 喃 西林 和 叶 喃 唑 酮 两 种 消炎 药 的 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : NFZ 一 哮 喃 西林 ; FZD 一 睦 喃 唑 柄 
色谱 柱 : Hypersil ODS (20mmX4.6mm，5pm) 
流动 相 : 1% 乙 且 水 溶液 -乙酸 〈 体 积 比 =25 : 75 ) 
检测 器 : UV (375nm) 
流 速 : 1ml/min 
样 ” 品 : (a) 虾仁 样 ，(b〉 加 入 NFZ 和 FZD 的 虾仁 样 

2 

1 

S 
| 
4 
1 
2 于 
tmin 
区 本 对 弛 异 烟 酰 胺 、 烟 酰胺 、 烟 酸 、 异 烟 酸 色谱 分 离 图 1 

色谱 峰 : 1 一 异 烟 酰 胺 ; 2 一 烟 酰 胺 ; 3 一 烟 酸 ;4 一 异 烟 酸 
色谱 柱 : HyPURITY™MADVANCE (150mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 5mmol/L 乙 酸 -甲醇 (体积 比 =98 : 2) 
流 速 : 1ml/min 
温 度 : 25%C 


位 测 : 


UV (260nm) 
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一 


y= i T 
0 3 6 9 12 


Hnin 
安 普 才 素 与 新 走 素 的 色谱 分 离 图 旬 
色谱 峰 : 1 一 安 普 才 素 ; 2 一 新 霉 素 
色谱 柱 : ZIC-cHILIC (150mmx1.2mmx3hm, 100A) 
流动 相 : A. 乙 且 ; B. 150mmolL 贸 盐 〈1.5% 甲 酸 ) 
梯 度 : 0 一 3min,，35%B 一 95%B 
流 速 : 0.25 ml/min 
检测 器 : 正 离子 模式 质谱 



































资料 来 源 





赛 默 飞 世 尔 科技 有 限 公 司 . 





上 昭和 电 - 


工科 学 仪器 《上 海 ) 有 限 公司 . 








德国 默 克 公司 . 
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一 、 水 中 农药 残留 
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饮用 水 中 三 嗪 类 除草 剂 色谱 分 离 图 名 
(a) 空白 柱 体 ，(b) 未 加 料 样品 ;〈c) 挫 杂 水 的 样品 
色谱 峰 : 1 一 气 毛 氧 菊 酯 ，2 一 羟基 劳 去 津 ，3 一 二 丁 基 阿 特 拉 津 ，4 一 西 玛 津 (除草 剂 )，5 一 草 津 
(除草 剂 )，6 一 阿 特 拉 津 
色谱 柱 : SymmetryShield RP8™ (150mmX3.9mm) 
流动 相 : A. 15% 乙 且 - 磷 酸 盐 缓 冲 液 (5mmol/L)，pH=6.7; 
B. 乙 且 
梯 度 : 0 一 2min，100%A; 2min 一 27min， 线 性 梯度 到 70%B 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (214nm) 
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分 析 化 学 手册 ,6 液 相 色谱 分 析 
2 2 4 6 % In (过 14 16 18 20 
rn 
饮用 水 中 阿 特 拉 津 及 其 代谢 物色 谱 分 离 图 加 
(a) 室 白 样 ; (b) 加 料 样品 
色谱 峰 : 1 一 氟 氯 氢 菊 酯 〈 去 异 丙 基 劳 去 津 )，2 一 2- 毛 -4,6- 二 氟 基 -1,3,5- 三 嗪 ; 3 一 2- 羟 基 去 乙 基 劳 
去 津 ，4 一 秀 去 津 ，5 一 羟基 劳 去 津 ，6 一 二 丁 基 阿 特 拉 津 ;7 一 阿 特 拉 津 
色谱 柱 : SymmetryShield™MRP18 (3.9mmX150mm) 
流动 相 : A. 磷酸 盐 缓冲 液 (20mmolML)，pH=6.8; B. 乙 且 
梯度: 2min 一 20min，95%A 一 25%A 流 ” 速 : 0.8ml/min 
检测 器 : PDA (215nm) 进 样 量 : 80Hl 
ih) 
ta 
3 s 10 Is a0 2 0 
rnin 
饮用 水 中 酸性 除草 剂 分 离 色谱 分 离 图 加 
(a) 未 加 料 样品 : (pb) 加 料 饮 用 水 
色谱 峰 : 1 一 毒 著 定 ，2 一 麦草 县 ，3 一 草 灭 平 ，4 一 硝 基 葵 酚 ， 5 一 灭 草 松 ，6 一 2,4- 二 毛茶 氧 
7 一 2- 甲 基 -4- 葵 氧 基 乙 酸 ，8 一 滴 丙 酸 ，9% 一 2,4.5-T;， 10 一 氯 丙 酸 ，11 一 3,5- 二 氯 二 
12 一 2,4-DB; 13 一 2,4,5-TP; 14 一 三 氟 羧 草酸 ; 15 一 地 乐 酚 
色谱 柱 : SymmetryShield™RP8 
流动 相 : A. 磷酸 盐 缓 冲 液 (13mmolyL)，pH=3.4; B. 乙 且 
8min—>15min, 85%A—70%A; 30min—35min, 40%B—35%B 


1.0ml/min 
UV (230nm) 


: 75 器 
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饮用 水 中 杀 虫 剂 乙酰 甲 胺 磷 色 谱 分 离 图 [9 


(a) 宇 


色谱 柱 : SymmetryShieldI™MRP (83.9mmX150mm) 





流动 相 : 4% 乙 且 - 水 
检测 器 : UV (200nm) 


















































柱 体 ，(b) 未 加 料 样品 ;《〈c) 加 料 饮 用 水 


流 速 : 1.0ml/min 
进 样 量 : 75pl 
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饮用 水 中 酰胺 类 除草 剂 及 其 代谢 物 的 色谱 分 离 图 加 





(a) 衬 


柱 体 ;(b) 未 加 料 水 样 ; 《c) 加 料 水 样 
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= 物 ; 2 一 2- 毛 -2,6- 二 乙 基 乙酰 葵 胶 ;3 一 2.6- 二 乙 基 葵 胶 ; 4 





菇 的 代谢 ] 








色谱 峰 : 1 一 异 丙 














直 胺 








胺 ，5 一 异 丙 








色谱 柱 : Symmetry® C18 





流动 相 : A. 30% 乙 有 睛 磷酸 盐 缓冲 液 (10mmolL)，pH=6.8; B. 乙 且 


梯 度 : 0min 一 20min 
检测 器 : UV (214nm) 


，100%B 


一 00%B 流 速 : 1.2ml/min 
进 样 量 ，80hl 
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饮用 水 中 酚 类 化 合 物色 谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 葵 酚 ，2 一 4- 硝 基 葵 酚 ，3 一 2- 氯 茶 酚 ，4 一 2- 硝 基 苯 酚 ，5 一 2,4- 二 硝 基 苯酚 ;6 一 2,4- 

- 甲 基 茶 酚 ; 7 一 4- 毛 -3- 甲 基 茉 酚 ;， 8 一 2,4- 二 毛茶 酚 ; 9 一 4,6- 二 硝 基 -2- 甲 基 茶 酚 ; 
10 一 2,4,6- 三 握 茶 酚 ; 11 一 五 氢 茶 酚 (PCP) 
色谱 柱 : C8 色谱 柱 (100mmX2.1mm，3.5pm) 
流动 相 : A. 1% 乙 酸 溶液 ; 

B. 含 1% 乙 酸 的 乙 且 浴 液 






























































梯度 : 初始 30%B 线 性 渐变 到 100%B (30min 内 ) 
流 速 ; 1.2ml/min 

检 测 : UV 

进 样 量 : 70H 





Db 6 8 
rnin 
ES 到 饮用 水 中 包含 的 土壤 细菌 的 色谱 分 离 图 站 
仪 。 器 : Waters Alliance@LC/MS LCTM 质 谱 检测 器 
色谱 柱 : SymmetryShieldrMRP8 (100mmX2.1mm，3.5Shmy) 


ty 

















流动 相 : 5% 乙 且 -1% 甲 酸 -水 
流 速 : 200pl/min 
进 样 量 : 75hl 
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图 15-8 
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饮用 水 中 的 抑 草 生 代谢 产物 测定 的 色谱 分 
离 图 加 








仪 器: Waters Alliance@ 分 离 单元 

色谱 柱 : Waters Xterra@MS C18 (100mmX2.1mm) 

流动 相 : 乙 且 -10mmol/L 乙 酸 饺 (体积 比 =25 : 75)，6min 后 体积 
比 改 为 10 : 90，pH=5.5 

流 速 : 200pnl/min 

进 样 量 : 20hl 

接 正 离子 (ESI+)， 多 重 选择 离子 记录 (SIR) 











图 15-9 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 


进 样 量 : 











自来水 中 百草 枯 和 敌 草 快 的 色谱 分 离 图 名 
1 一 百草 村 ; 2 一 敌 草 快 

对 称 性 @C18 (150mmX 3.9mm) 

25mmol/L 辛 烷 - 甲 醇 〈 体 积 比 =45 : 55)，pH=3.0 
0.75ml/min 

UV (257nm, 308nm) 

80Hl 



































饮用 水 中 草 甘 腾 和 AMPA 的 色谱 分 离 图 中 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 


1 一 草 甘 膨 ; 2 一 AMPA 
Waters 离 子 排斥 (150mm X7.8mm) 
0.05% 磷酸 

1.5ml/min 


邻 茶 二 甲醛 柱 后 衍生 /荧光 
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河水 中 的 啶 草 酯 和 二 氯 吡啶 酸 的 LC/UV 色谱 分 离 图 加 

























































































色谱 峰 : 1 一 二 氧 吡 啶 酸 ，2 一 啶 草 酯 
仪器 : Waters Alliance@ 分 离 器 996 PDA 
色谱 柱 : Waters Xterra@RP18 (100mmX4.6mm，3.5Sum) 
进 样 量 : 50pl1 
流动 相 : 三 氟 乙 酸 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =2 : 1)，pH=2.1，20min 后 体积 比 =2 : 8 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : PDA (290nm) 

] 

2 9 
rr 一 一 一 一 -一 一 一 一 一 一 一 r 
上 12 | 16 8 20 22 24 
Aminm 
珠江 水 样 中 抗生素 化 合 物 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 磺胺 喀 蛇 ，2 氧 下 氨 喀 蛇 3 一 磺胺 甲 喀 紧 ; 4 一 氧气 沙 星 ; 5 一 坏 丙 沙 星 ;，6 一 洛 
美沙 星 ; 7 一 磺胺 甲 咀 哗 ，8 一 人 磺 胶 二 甲 基 喀 喧 ，9 一 氧 霉 素 

色谱 柱 : Agilent Tec-C18 (250mmX4.6mm，5pm) 
流动 相 ; 乙 且 - 纯 水 (体积 比 =60 : 40) 
流 速 : 0.25ml/min 


检测 器 : 


280nm 


展 小 
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很 食 食 


流动 相 : 
检测 器 : 
流动 相 : 





梯 度 : 


温度 : 


检测 器 : 
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地 表 水 降解 产物 的 色谱 分 离 图 内 


: 1] 一 12,4- 葵 并 三 嗪 -3- 胶 -1,4- 二 氧化 物 ，2,3 一 地 表 碱 性 水 解 降解 产物 
: Hypersil ODS (15mmX4.6mm, Sum) 
: (a) 磷酸 盐 缓 冲 液 ; 











(b) 在 100C NaOH 作 用 下 降解 12h 的 水 样 

乙 且 -0.1mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 -三 乙 胺 (体积 比 =92 : 8 : 0.4)，pH=7 
1.5ml/min 

265nm ( 峰 1)，200 一 360nm (〈 峰 2 和 峰 3) 

A. 水 ; 

B. 乙 且 - 异 丙 醇 〈 体 积 比 =1: 3) 

0 一 40min，A-B 〈 体 积 比 =95 : 5); 

40 一 60min，A-B〔〈 体 积 比 =50 : 50) 

25°C 

UV (240nm) 














二 、 环 境 及 食品 中 的 农药 残留 
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果蔬 中 保鲜 剂 色谱 分 离 图 由 











: 1 一 噬 菌 灵 ，2 一 安 普 净 ，3 一 抑 霉 唑 ，4 一 联 匠 
: YMC Pack ODS-A (75mmX4.6mm, Sum) 

: 乙 且 -20mmolL NH4H2PO4 (体积 比 =70 : 30) 
: 1.0ml/min 

3 

: UV (230nm) 

量 : 10nl (0.02~0.20mg/ml) 





























461 | 


拔 |1 波 








| 462 分 析 化 学 手册 【6 ) 液 相 色谱 分 析 








Pimin 


大 豆 样品 中 除草 剂 分 离 色谱 图 外 
色谱 峰 ，1 一 氧 磺 隆 ，2 一 三 氟 羧 草 醚 ;3 一 乙 氧 拟 草酸，4 一 乙 羧 氟 草 醚 
色谱 柱 : Phenomenex C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 且 - 三 乙 胺 盐酸 溶液 (300ml 超 纯 水 中 加 入 0.05ml 三 乙 胺 ， 用 lmolL 盐 酸 调 节 pH=3.0) 
流 速 : 0.70ml/min 
进 样 量 : 20p1 
柱 温 : 35%C 


检测 器 : UV (230nm) 

































































ENm 
大 豆 样品 中 除草 剂 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 磺 隆 ; 2 一 氧 磺 降 ; 3 一 广 喀 磺 隆 ; 4 一 茶 磺 隆 ; 5 一 吡 喀 磺 降 ; 6 一 三 氟 羧 草 醚 ; 
7 一 精 哑 唑 不 草 灵 ; 8 一 乙 氧 氟 草 醚 ;9 一 乙 羧 氟 草 醚 
色谱 柱 : Phenomenex C18 (250mmX4.6mm,， Sum) 
流动 相 : 乙 且 - 三 乙 胺 盐酸 溶液 《300ml 超 纯 水 中 加 入 0.05ml 三 乙 胺 ， 用 1mol/L 盐 酸 调节 pH=3.0) 
流 速 : 0.70ml/min 
进 样 量 : 20p1 
柱 温 : 35C 
检测 器 : UV (230nm) 
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大 米 样品 中 农药 的 色谱 分 离 图 四 


1 一 甲 磺 隆 ，2 一 毛 磺 隆 ，3 一 芝 喀 人 磺 隆 ;， 4 一 茶 磺 隆 ; 5 一 吡 喀 磺 隆 ; 6 一 三 气 凑 草本; 























7 一 精 呆 唑 不 草 灵 ; 8 一 乙 氧 气 草 醚 ，9 一 乙 凑 气 草 醚 














































































































色谱 柱 : Phenomenex C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 且 - 三 乙 胺 盐酸 溶液 (300ml 超 纯 水 中 加 入 0.05ml 三 乙 胺 ， 用 lmolL 盐 酸 调 节 pH=3.0) 
流 速 : 0.70ml/min 
进 样 量 : 20p1 
柱 温 : 35C 
检测 器 : UV (230nm) 
i 
G0 
tmin 
大 米 样品 中 除草 剂 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 氢 磺 隆 ; 2 一 吡 喀 磺 隆 ; 3 一 茶 磺 隆 
色谱 柱 : Phenomenex C18 (250mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 乙 有 睛 -三 乙 腕 盐酸 浴 液 〈300ml 超 纯 水 中 加 入 0.05ml 三 乙 腕 ， 用 lmol/L 盐 酸 调 节 pH=3.0) 
流 速 : 0.70ml/min 
进 样 量 : 20p1 
柱 温 : 35C 
检测 器 : UV (230nm) 
| 4 
1 3 19 
tnin 
ES 红 葡萄 酒 中 酸性 除草 剂 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 峰 : 1 一 毒 劳 定 ; 2 一 草 灭 平 ; 3 者 蝴 ; 4 一 葵 达 松 ; 5$ 一 2,4- 二 氯 葵 氧 乙酸 6 一 2- 甲 基 -4- 
色谱 柱 : Xterra@MS C18 (10mmX2.1mm,，3.5pm) 
流动 相 ，A. 20mmol/L 磷 酸 盐 ，pH=3; 
B. 甲醇 
梯度 : 0min 一 6min,，25%B 一 60%B 
流 速 : 0.2ml/min 
位” 测 : UV (221nm) 
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楼 汁 中 杀菌 剂 多 菌 灵 、 唑 菌 灵 的 色谱 分 离 图 四 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检 测 : 

















1] 一 多 菌 灵 ; 2 一 噬 菌 灵 

Xterra RP18 (100mmX4.6mm，3.Shumy) 
72.5% 人 磷酸 盐 缓 冲 液 (20mmol/L) -27.5% 乙 且 ，pH=6.8 
1.0ml/min 

PDA (288nm) 








苹果 汁 中 杀菌 剂 多 菌 灵 、 唑 菌 灵 的 色谱 分 离 图 站 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检 测 : 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检 测 : 








1 一 多 菌 灵 ; 2 一 噬 菌 灵 

Xterra RP18 (100mmX4.6mm，3.Shumy) 
72.5% 人 磷酸 盐 缓 冲 液 (20mmol/L) -27.5% 乙 且 ，pH=6.8 
1.0ml/min 

PDA (288nm) 

















EL 


葡萄 汁 中 杀菌 剂 多 菌 灵 、 唾 菌 灵 的 色谱 分 离 图 贞 
1 一 多 菌 录 ; 2 一 唆 菌 灵 

Xterra RP18 (100mmX4.6mm, 3.5um) 

72.5% 人 磷酸 盐 缓 冲 液 (20mmol/L) -27.5% 乙 且 ，pH=6.8 
1.0ml/min 

PDA (288nm) 
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水 中 王 基 酚 聚 氧 乙 烯 醚 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 柱 : Shodex Asahipak gf-310HQ (300mmX7.5mm) 
流动 相 : (a) 水 - 乙 膊 (体积 比 =70 : 30); (b) 乙 且 
流 速 :; 0.6ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (220nm) 





黄瓜 中 抑 草 生 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 柱 : Waters Xterra@MS C18 (100mmX2.1mm) 
流动 相 : A. 乙 有 睛 ，B，10mmolL 乙 酸 饼 ，pH=5.5 
流 速 : 200pl/min 

进 样 量 : 20p1 


和 样 由 
空门 样 接 : 正 离子 (ESI +) 
, 梯 









































度 : 0 一 6min，25%B 一 90%B; 6min 后 保持 90%B 


| 环境 样品 LC/PDA 中 药物 残留 的 色谱 分 
离 图 回 

3 色谱 峰 : 1 一 对 乙酰 氨基 酚 ; 2 一 茶 丙 醇 胺 ，3 一 水 杨 酸 ，4 一 茶 
海 拉 明 ; 5 一 氧 贝 酸 ;， 6 一 乙 燃 峻 三 醇 ，7 一 他 莫 普 芬 ; 
8 一 布 洛 芬 
4 色谱 柱 : Xterra@MS C18 (100mmX4.6mm，3.5um) 

5 流动 相 : A，15mmol/L 乙 酸 饺 ，pH=4.0; 

B. 甲醇 
6 梯 度 : 0 一 10min，100%A 一 10%A 


对 流 速 : 1.0ml/min 
进 样 量 : 40Hl 


1 T 本 检测 器 : PDA (230nm) 
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LC-MS 测定 环境 样品 药剂 残留 色谱 分 离 图 回 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 


梯 度 : 
流 速 : 

















1 一 对 乙酰 氨基 酚 ; 2 一 荣 丙 醇 胺 ; 3 一 水 杨 酸 (3 级 ); 
4 一 葵 海 拉 明 ;5 一 毛 贝 酸 ; 6 一 炊 雌 醇 ，7 一 他 莫 昔 芬 ，8 一 布 
洛 芬 























Xterra@MS C18 (100mmX4.6mm, 3.5pm) 
A.15ml 乙 酸 饼 溶 液 ，pH=4.0 

B， 甲 醇 

0 一 10min，100%A 一 10%A 

1.0ml/min 

40u1 


酒 中 杀菌 剂 的 色谱 分 离 图 旧 




















色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
温 度 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 





1 一 扑 海 因 ; 2 一 腐 霉 利 ，3 一 乙烯 菌 核 利 
LiChroCART® 125-4 LiChrospher® 60 RP-select B, Sum 
乙 脐 -水 “体积 比 =45 : 55) 


0.8ml/min 














室温 
UV (215nm) 
50Hl 
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肉 类 中 四 环 素 等 的 色谱 分 离 图 加 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





1 一 土 霉 素 ; 2 一 四 环 素 ; 3 一 金竹 素 
NOVA-PAK®C8 

20% 乙 膊 -草酸 -水 

0.8ml/min 

UV (365nm) 





牛奶 中 四 环 素 类 药物 的 色谱 分 离 图 由 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





图 15-30 


色谱 峰 ， 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 


1 一 土 霉 素 ; 2 一 四 坏 素 ; 3 一 金竹 素 
NOVA-PAK®C8 

13% 乙 有 睛 -13% 
0.8ml/min 
UV (365nm) 

















醇 -50ml 草 酸 -水 

















1 一 米 诺 环 素 ; 2 一 土 竹 素 ; 3 一 四 环 素 ; 4 一 去 甲 基 





四 环 素 类 抗生素 色谱 分 离 图 内 












































金 霉 素 ; 5 一 金 考 素 ; 6 





烯 土 考 素 ; 





9 





7 一 多 西 环 素 








Sun FireIM C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 














酸 - 乙 且 -0.01mol/L 草 酸 ，pH=2.0 
1.0ml/min 
UV (255nm) 








拔 |1 小 
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四 环 素 类 及 氟 睦 诺 酮 类 药物 色谱 分 离 图 外 


ty 


48 a 






































色谱 峰 ，1 一 盐酸 四 环 素 ; 2 一 盐酸 金星 素 ; 3 一 盐酸 土 考 素 ; 4 一 坏 丙 沙 星 ; 5 一 恩 诺 沙 星 
色谱 柱 : ACQUITY UPLC BEH C18 (100mmX2.1mm，1.7hmy) 流 速 : 0.2ml/min 
进 样 量 : 5pl 流动 相 : 甲醇 -甲酸 -水 




















mE ry EE ER EE EE ED Le hE i 


7.5 10 12.5 15 这 20 22.5 25 
tnin 
医 攻 EE 风 ”四环素 类 及 氟 唆 诺 酮 类 抗生素 色谱 分 离 图 吕 
色谱 峰 :，1 一 磺胺 喀 啶 :2 氧 茶 氮 喀 啶 ; 3 一 磺胺 甲 喀 啶 ; 4 一 氧气 沙 星 ; 5 一 环 两 沙 星 ; 6 一 洛 美沙 星 ; 
7 一 磺胺 甲 咀 哗 ，8 一 磺胺 二 甲 基 喀 喧 ;9 一 氯 霉 素 































































































色谱 柱 : Agilent Tc-C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 流动 相 : 乙 且 - 纯 水 (体积 比 =60 : 40) 
流 速 : 0.25ml/min 检测 器 : 280nm 

5 

4 

67 1 
3 
9 
2 
7.5 二 12.S 15 17:5 20 235 25 
fimin 


河水 中 抗生素 的 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 磺胺 喀 啶 ; 2 一 甲 氧 于 氨 喀 啶 ，3 一 磺胺 甲 喀 喧 ,4 一 氧气 沙 星 ，5 一 坏 丙 沙 星 ，; 
6 一 洛 美沙 星 ;， 7 一 磺胺 甲 吓 哗 ，8 一 人 磺 腕 二 甲 基 喀 啶 ，9 一 氯 霉 素 
色谱 柱 : Agilent Tc-C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 流动 相 : 乙 且 - 纯 水 《体积 比 =60 : 40) 
流 速 : 0.25ml/min 检测 器 : UV (280nm) 
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食品 中 两 种 杀菌 剂 的 色谱 分 离 图 站 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 


图 15-35 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 

















1 一 甲 基 托 布津 ，2 






































霜 灵 [LN-(2- 甲 氧 基 乙酰 





























基 )-V-(2,6- 二 





菏 基 )-D,L- 丙 胶 ] 


Sun Fire™ C18 (250mmX4.6mm.，5hmy) 
乙 膊 -水 溶液 〈 体 积 比 =60 : 40) 


0.6ml/min 
30°C 

UV (230nm) 
10Hl 


甲 基 托 布津 、 甲 霜 灵 色谱 分 析 图 四 

















持 





1 一 甲 基 托 布津 ， 




















2 箱 灵 





Sun Fire™ C18 (250mm X 4.6mm, Spm) 
乙 且 - 水 溶液 (体积 比 =60 : 40) 


0.6ml/min 
30°C 

UV (230nm) 
10nl 


高 尔 夫 球场 除草 剂 成 分 色谱 分 离 图 四 











色谱 峰 : 1 一 2- 葵 并 咪唑 














基 氮 基 甲 酸 酯 ，2 一 黄 草 灵 ; 3 一 8- 


























羟基 哗 啉 铜 ，4 一 毛 丙 酸 ; 5 基 硫 菌 灵 ; 6 一 秋 兰 
姆 ; 7 一 环 草 隆 ; 8 一 异 菌 脲 ， 9 一 地 散 磷 


























色谱 柱 : Shodex Rspak golf-413 (150mmX4.6mm) 











流动 相 : 5S0mmolL 的 磷酸 钾 缓 冲 液 - 正 己 且 ( 体 积 比 =90 : 10)， 


检测 器 : 


pH=3.0 


: 1.0ml/min 
: 40'°C 





光电 二 极 管 阵 列 〈200 一 400nm ) 
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激素 





检测 器 : 
注射 液 ; 























Hmin 
河水 中 雌 激 素 ( 内 分 泌 干 扰 物 ) 的 色谱 分 离 图 站 
Ca) 空 自 样 ，(b) 样品 
1 一 17B- 瞧 二 醇 (E2)，2 一 17a- 乙 燃 基 雌 二 醇 ，3 一 己 烯 肉 酚 
Xterra RP18 (100mmX4.6mm, 3.5um) 
































旧 : A. 水 ; B. 醇 
: 0min 一 20min，50%B 一 90%B 





1.0ml/min 
PDA (283nm) 
75ul 


10.70 








有 
100] fb) 
87%—5%% 
Wi —269 
30 下 二 下 有 有 下 “人 a) i Bp RE ,Rd ER Tr T 
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河水 中 双 酚 A 和 雌 激素 等 的 色 质 联 用 分 离 图 加 


: (a) 已 烯 雌 酚 ，(b) 雌 酮 ; 〈c) 乙 类 基 上 峻 二 醇 ，(d) 雌 二 醇 ，(e) 双 酚 A 
: Waters Alliance@ 分 离 单 元 

: Waters Xterra@MS C18 (100mmX2.1mm) 

: 20Hl 

月，A. 氨水 ，pH=10.5; B. 乙 且 

: 0 一 8min，30%B 一 65%B 〈 线 性 ); 之 后 90%B 保 持 9min 

: 200hlmin 检测 器 : ESI-MS 




















梯 度 : 


流 
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271.0 
.60 
145.0 
tl 
mi 
5.0 10.0 ' 13.0 
tmin 
270 
8.57 
Db] 145.0 
| 
Hz 
5.0 100 15.0 
Amin 
ES 河水 中 雌 二 醇 的 色谱 分 离 图 9 
(a) 河水 样品 ，(b) 雌 二 醇 标 样 
176- 雌 二 醇 
Waters Alliance@ 分 离 单元 





主 ， Waters Xterra@MS C18 (100mmX2.1mm) 
: 20Hl 


A. 氨水 ，pH=10.5; B. 乙 且 
0 一 8min，30%B 一 65%B (线性 ); 之 后 90%B 保 持 9min 


速 : 200pl/min 


































































































四 、 塑 化 剂 
0 a 
tmin 
邻 茶 二 甲酸 酯 类 化 合 物色 谱 分 离 图 各 
色谱 峰 : 1 一 邻 茶 二 甲酸 甲 酯 ， 2 一 邻 茶 二 甲酸 二 乙 酯 ，3 一 邻 茶 二 甲酸 二 烯 丙 酯 ;4 
丁 基 革 酯 ，5 一 邻 葵 二 甲酸 二 戊 酯 
色谱 柱 : Aosor-bosphere C8 (150mmX4.6mm，5S5hmy) 
流动 相 ， 乙 且 - 水 《体积 比 =70 : 30) 
流 速 ; 1.5ml/min 
检测 器 : 254nm 


邻 莱 二 
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| 10 13 
Faull 


邻 茶 二 甲酸 酯 和 酷 类 化 合 物色 谱 分 离 图 站 













































































色谱 峰 : 1 一 葵 甲 醇 ，2 一 葵 酚 ， 3 一 对 甲 酚 ; 4 一 茶 甲 膊 ; 5 一 邻 茶 二 甲酸 二 甲 酯 ;6 一 3,4- 二 
茶 酚 ; 7 一 2,4- 二 甲 基 茶 酚 ; 8 一共 ;9 一 攀 酸 二 乙 酯 
色谱 柱 : Hypersil ODS (125mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 甲醇 - 乙 膊 -水 〔 体 积 比 =15 : 26.3 : 58.7) 
流 速 : 
检测 器 : UV (210nm) 
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.0ml/min 
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邻 茶 二 甲酸 酯 标准 品 色谱 分 离 图 加 

































































色谱 峰 ，1 一 邻 茶 二 甲酸 二 甲 酯 ，2 一 邻 茶 二 甲酸 二 乙 酯 ，3 一 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 ，4 一 邻 茶 二 
- 异 辛 酶 
色谱 柱 : Lichrospher C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 膊 -水 体积 比 =70 : 30) 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : 270nm 
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10 15 20 
EMIn 
邻 茶 二 甲酸 酯 类 化 合 物色 谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 邻 某 二 甲酸 二 甲 酯 ，2 一 邻 葵 二 甲酸 二 乙 酯 ，3 一 邻 葵 二 甲酸 二 丁 酯 ，4 一 邻 葵 二 
丁 基 葵 基 酯 ，5 一 邻 茶 二 甲酸 双 (2- 乙 基 已 基 ) 酯 6 一 邻 茶 二 甲酸 友基 异 戊 酯 
色谱 柱 : Hypersil Green ENV (15mmX4.6mm) 
流动 相 : A. 水 ; B. 乙 且 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
梯 度 : 起 始 ，72%B; lmin 时 ，90%B 


2 5 
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a 
邻 茶 二 甲酸 酯 类 物质 化 合 物色 谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 溶剂 峰 ，2 一 邻 茶 二 甲酸 二 甲 酯 ，3 一 邻 共 二 甲酸 二 戊 醋 ，4 一 邻 共 二 甲酸 二 丁 酯 ; 

5 一 邻 验 二 甲酸 二 环 己 酯 ，6 一 邻 茶 二 甲酸 二 学 酯 
色谱 柱 : AQUASIL C18 (200mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) - 正 丁 醇 - 正 壬 烧 - 缓 冲 溶液 (NazHPO4-KH2PO4) - 亚 沸水 〈 体 积 

比 =12.0 : 1.5 : 1.0 : 81.5 : 1.0)，pH=5.0 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 
检 测 :， UV (224nm) 
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3 
茶 甲 酰胺 、 邻 茶 二 甲酸 酯 等 化 合 物 的 
2 色谱 分 离 图 
' 色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ，2 一 茶 甲 酰胺 ，3 一 邻 芋 二 甲酸 二 
酯 ，4 一 邻 茶 二 甲酸 二 乙 酯 ，5 一 二 茶 甲 柄 
1 色谱 柱 : Hypersil 100 C18 (10mmX4.6mmy) 
流动 相 :” 乙 膊 -水 (体积 比 =60 : 40) 
流 速 : 1.0ml/min 
r r T T 检测 器 : UV (254nm) 
2 I 2 3 4 


Hn 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 
4 
el 
ES 邻 茶 二 甲酸 酯 类 化 合 物色 谱 分 离 图 外 
色谱 峰 ，1 一 邻 茶 二 甲酸 二 甲 丁 ，2 一 邻 茶 二 甲酸 二 成 酯 ,3 一 邻 茶 二 
酸 三 丁 酯 ， 4 一 邻 茶 二 甲酸 三 环 已 基 酯 ，5 一 邻 茉 二 
2 - 辛 本 
"| 色谱 柱 : Aosor-bosphere C8 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =70 : 30) 
流 速 : 1.0ml/min 
9 和 1 俭 ” 测 :UV (224nm) 
总 0 J 8 
imin 
DP 
TN se 
1 2 I Te Td 
Aminm 
ESZ 奶茶 中 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 的 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 令 茶 二 甲酸 二 丁 酯 (DBP) 
色谱 柱 : Diamonsil C18 (250mmX4.6mm,，5hm) 
流动 相 : 甲醇 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 室温 


检 测 : UV (275nm) 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
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邻 葵 二 



















































































检 测 : UV (275nm) 
































酸 
了 丁 酯 (MBP); 6 一 邻 葵 二 甲酸 
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六 基 酯 





邻 茶 二 甲酸 


























6.90 8.90 L090 12.90 14.90 16.50 
Amin 
尿 液 中 邻 茶 二 甲酸 酯 类 物质 的 色谱 分 离 图 由 
举 ，]1 一 邻 苯 二 甲酸 二 甲 酯 (DMP)， 2 一 邻 茶 二 甲酸 单 甲 酯 (MMP);， 3 

(DEP); 4 一 邻 茶 二 甲酸 单 乙 酯 (MEP); 5 一 邻 茶 二 甲酸 和 

- 丁 酯 (DBP)， 7 一 邻 茶 二 甲酸 单 (2- 乙 基 己 基 ) 酯 (MEHP); 8 和 
(MBzP); 9 一 邻 女 酸 丁 基 革 基 酯 (BBzP); 10 一 邻 茶 二 甲酸 二 (2- 乙 基 己 基 ) 酯 
Diamonsil C18 (250mm X 4.6mm, Sum) 

醇 

1.0ml/min 

室温 











(DEHP) 
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nun 


尿 液 中 邻 茶 二 甲酸 酯 类 物质 的 色谱 分 离 图 外 















































色谱 峰 : 1 一 邻 茶 二 甲酸 单 乙 酶 (MEP);，2 一 邻 茶 二 甲酸 单 葵 基 酯 (MBzP); 3 一 邻 茶 二 甲酸 二 
酯 (DBP);， 4 一 邻 茶 二 甲酸 二 (2- 乙 基 己 基 ) 酯 (DEHP) 

色谱 柱 : Diamonsil C18 (250mmX4.6mm，5hm) 

流动 相 : 醇 流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 位 测 : UV (275nm) 
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1) 六 3 4 5 
Fn 
ES 邻 东 二 甲酸 酯 标准 溶液 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 邻 茶 二 甲酸 二 甲 酯 ; 流动 相 : 95 多 甲醇 
2 一 邻 茶 二 甲酸 二 丁 酯 ; 柱 温 : 35°C 
3 一 邻 葵 二 甲酸 二 辛 酯 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 : Zorbax C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 丛 ” 测 : UV (228nm) 
5 
34 
1 2 6 和 
) 2 4 6 8 10 12 
tmin 


于 到 尿 液 中 邻 茶 二 甲酸 酯 溶液 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 MMP; 2 一 MEP; 3 一 MEHHP; 4 一 MBP; 5 一 MEOHP; 6 一 MBZP; 7 一 MEHP 
色谱 柱 : Agilent Zorbax SB-Phenyl (100mmX2.1mm，3.5hmy) 
流动 相 : 乙 脐 流 速 : 0.2ml/min 
柱 温 : 35'C 检 测 : UV (280nm) 
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| 芒果 汁 中 邻 茶 二 甲酸 二 (2- 乙 基 已 基 ) 酯 溶液 色谱 
分 离 图 内 

















色谱 峰 ，1 一 邻 葵 二 甲酸 二 (2- 乙 基 己 ) 酯 
色谱 柱 : VP-ODS C18 (150mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 且 

流 速 ; 1.0ml/min 

wi 柱 温 : 30'C 

检测 器 : UV (270nm) 














除草 剂 混 合 标准 溶液 色谱 分 离 图 四 

色谱 峰 : 1 磺 隆 ，2 一 氯 磺 隆 ; 3 一 六 喀 磺 隆 ; 4 一 茶 磺 隆 ; 5 一 吡 喀 磺 

隆 ; 6 一 三 氟 羧 草 酝 :7 一 精 吐 唑 禾 草 灵 ; 8 一 乙 氧 氟 草酸 :9 一 乙 

色谱 柱 : Phenomenex C18 柱 (250mmX4.6mm，5pm) 

流动 相 : 乙 且 - 三 乙 胶 盐酸 溶液 300ml 超 纯 水 中 加 入 0.05ml 三 乙 胺 ， 
lmol/L 盐 酸 调 节 pH=3.0) 




































































流 速 : 0.70ml/min 
进 样 量 : 20p1 





速 

量 
a | Y ' | 柱 温 : 35°C 

器 








» 10 20 30 
timin 检测 器 : UV (230nm) 
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百草 枯 和 敌 草 快 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 :， 1 一 百草 村 ;2 一 敌 草 快 
色谱 柱 : Shodex Asahipak es-502c 7C (100mmX7.5mm) 
流动 相 : 50mmol/L 的 盔 酸 钠 缓 冲 液 -150mmol/L NaCl，pH=7.0 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (288nm) 























检测 器 : 
进 样 量 : 





; 1 一 茶 菌 灵 ; 2 一 
EF: 对 称 性 @C18 (150mmX3.9mm) 
用 : A.10mmol/L 磷 酸 盐 ，pH=6.8; 


莹 
汕 油 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
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0 Ci 3 bi: 10 
mm 


茶 菌 灵 、 西 维 因 、 阿 特 拉 津 和 双 酷 A 的 色谱 分 离 图 加 
和 维 因 ; 3 一 阿 特 拉 津 ，4 一 双 酚 A 





EA 



































B. 甲醇 





: 0 一 20min，40%B 一 100%B 


1.0ml/min 
PDA (283nm) 
100Hl 











> ! 10 15 20 
Hinin 


[ES 三 嗪 类 除草 剂 色谱 分 离 图 内 











;1 一 西 玛 津 ; 2 一 西 草 净 ; 3 一 阿 特 拉 津 ; 4 一 扑灭 通 ; 5 一 著 灭 兆 ; 6 一 扑灭 津 ; 7 一 扑 草 净 ; 



































8 一 特 丁 净 

Hypersil Green ENV (15mmX4.6mm) 
0.1mol/L 乙 酸 钠 ，pH=6 

1.5ml/min 

UV (220nm) 


识 |1 泪 


| 478 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 




















T T 
30 35 


nn 
一 
全 


tnin 


三 嗪 类 除草 剂 色谱 分 离 图 外 
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6 一 茶 胺 ;7 一 扑灭 津 ; 





















































色谱 峰 : 1 一 西 玛 津 ，2 一 灭 草 隆 ; 3 一 绿 麦 隆 ， 4 一 阿 特 拉 津 ;5 一 敌 草 降 ; 
8 一 利 谷 降 
色谱 柱 : Hypersil Green ENV (25mmX4.6mm) 
流动 相 ， A. 水 - 乙 有 睛 《体积 比 =90 : 10); B. 乙 且 
流 速 : 1.0ml/min 
梯 度 : 0 一 40min，100%A 一 20%A 
号 
时 
如 
] 
4 
[ T T 
而 3 I0 
fmm 
E 了 和 ”三 嗪 类 除草 剂 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 扑灭 通 ，2 一 扑灭 津 ，3 一 扑 草 净 ; 4 一 西 玛 津 ;5 一 劳 灭 净 ; 6 一 西 草 净 
色谱 柱 : Hypercarb (10mmX4.6mm，5pm) 
流动 相 : A. 水 ; B. 乙 且 - 异 丙 醇 《体积 比 =1 : 3) 
流 速 : lmlmin 
梯 度 : lmin 一 10min，35%A 一 95%B 
温 度 : 25°C 
检测 器 : UV (240nm) 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
梯 度 : 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 





梯 度 : 


流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
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9 10 20 
mm 
[ES 除草 剂 色谱 分 离 图 外 

1 一 非 草 隆 ; 2 一 炎 草 隆 ; 3 一 绿 麦 隆 ; 4 一 异 册 ; 5 一 敌 草 隆 ; 6 一 利 谷 隆 ; 7 一 草 不 隆 
Hypersil Green ENV (15mmX4.6mm) 
水 - 乙 且 
1.0ml/min 
UV (240nm) 
0 一 20min，20%B; 2min 一 20min, 20%B 一 70%B 
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人 
Nm 
草 甘 有 和 草 铵 腾 色 谱 分 离 图 中 

1 一 草 铵 胶 ，2 一 草 甘 腾 

Shodex IC si-90 4E (250mm X 4.0mm) 

A. 0.3mmolL 氧 氧 化 钠 ; 

B. 0.3mmolL 氧 氧化 钠 -20mmol/L 碳 酸 钠 

0 一 20min，5S9%B; 

20min 一 30min，S9%B 一 30%B ; 

30 一 40min，50%B 











1.0ml/min 
25°C 
ICP-MS (m/z=31) 
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9 人 
mmm imn 
除草 剂 类 药物 的 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 ，1 一 环 嗪 酮 ，2 氧 隆 ，3 一 灭 草 隆 ，4 一 涕 灭 威 ， 5 一 古 硫 磷 ，6 一 扑 草 净 ，7 一 蚊 草 特 ; 

8 一 氟 乐 灵 

样品 量 : 50ml 

流动 相 : 石油 醚 〈40~60'C ) -丙酮 〈 体 积 比 =70 : 80) 

检测 器 : UV (254nm) 
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ly 


矮 壮 素 和 缩 节 胺 农药 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 敌 壮 素 ; 2 一 缩 节 胺 
色谱 柱 : ZIC@-HILIC (100mmX2.1Imm,，3.5nm)，200A 
流动 相 : 80% 乙 有 睛 -20% 乙 酸 匀 (25mmolL) 
流 速 : 0.2ml/min 
检 测 :， MS (ESI+) 
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Etnin 


有 机 磷 农 药 色 谱 分 离 图 四 






































色谱 峰 ，1 一 敌 百 虫 ，2 一 甲 胺 磷 ，3 一 甲 拌 磷 ，4 一 乐 果 ， 5 一 毒 死 几 ，6 一 杀 蝇 硫 太 
色谱 柱 : 50% 聚 茶 基 硅 氧 烧 (BD-17) 柱 (30mX0.53mm，1.0pm) 

流动 相 : 纯 氨 气 

流 速 ; 1.0ml/min 

进 样 温度 : 220C 

检测 器 温度 : 300C 
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3 CE 
fimin 
草 铵 胖 和 氨 甲 基 腾 酸 衍生 混合 溶液 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 ，1 一 氨 甲 基 腾 酸 衍生 物 ，2 一 草 铵 腾 衍 生物 ;3 一 SAMF 水 解 产物 
色谱 柱 : Phenomenex Luna C18 (150mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 ; 甲醇 -水 (磷酸 二 氧 钊 溶液 ) 体积 比 =58 : 42) 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : 455nm 
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杀 虫 剂 色谱 分 离 图 折 
色谱 峰 :1 一 未 知 ，2 一 涕 灭 威 砚 ，3 一 涕 灭 威 亚 栅 ，4 一 杀 线 威 ，5 一 灭 多 威 ; 6 一 3- 羟 基 克 百 威 6519， 
7 一 涕 灭 威 ; 8 一 残杀 威 ; 9 一 克 百 威 ; 10 一 西 维 因 ; 11 一 1- 葵 酚 ，12 一 灭 虫 宁 
色谱 柱 : Hypersil Green Carbamate (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 甲醇 -水 
检测 器 : UV (220nm) 
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氟 丙 菊 酯 、2- 三 环 唑 色谱 分 离 图 
色谱 图 : (a)(b)(c) 是 在 不 同 流动 相 条 件 下 所 测 谱 图 
色谱 峰 : 1 一 气 丙 菊 酯 ;2 一 三 环 唑 
色谱 柱 : Shodex CLNpak EV-G AC (100mm X20.0mm) 
流动 相 : 丙酮 - 环 己 烷 ， 二 者 的 比例 为 (a) 3 :7; (b) 1:4; (c)1:9 
流 量 : 5ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
柱 温 : 40'C 
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8 Vi 
timin 


医术 8 种 硝 基 酚 类 的 总 离子 分 析 色 谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 2- 硝 基 茶 酚 ; 2 一 2- 硝 基 间 茶 三 酚 ; 3 一 3- 硝 基 -1,2- 茶 二 酚 ; 4 一 4,6- 二 硝 基 间 茶 二 酚 ; 
5 一 4- 硝 基 茶 酚 ; 6 一 2- 硝 基 间 茶 二 酚 ; 7 一 2,4,6- 三 硝 基 茶 酚 ; 8 一 2,4,6- 三 硝 基 间 茶 二 酚 








色谱 柱 : Lichrospher C18 (250mmX4.6mm，5hmy) 流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =70 : 30) 
流 速 : 1.0ml/min 检测 器 : UV (270nm) 
1 


ta) 13etalsasic 18 


3 4 
人 人 


th) BeldNlax Neulradl 








(©) BetaNvlax Acid 





td) BeraNax 13ase 


Deg 


4 
人 人 


. 2 I ls 20 25 
mm 
不 同色 谱 柱 条 件 下 酚 类 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ;2 一 间 茶 三 酚 ; 3 一 间 茶 二 酚 ; 4 一 茶 酚 
色谱 柱 : Hypersil APS 〈150mmX4.6mm，5hm) ”流动 相 0.1% 甲 酸 - 乙 腾 (体积 比 =8 : 2) 
流连: 1.0mlinin 检测 器 : UV (254nm) 
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FE 册 6 液 相 色谱 分 析 
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酚 类 化 合 物 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 茶 酚 ; 2 一 2,6- 二 甲 基 茶 酚 ; 3 一 3,5- 二 甲 基 茶 酚 ; 
4 一 4- 硝 基 茶 酚 

色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 甲醇 -水 -乙酸 (体积 比 =40 : 59.3 : 0.7) 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : 254nm 






























































硝 基 葵 酚 类 化 合 物色 谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 对 硝 基 茶 基 -p-D- 葡 萄 糖 醛 酸 ，2 一 对 硝 基 茶 酚 硫酸 
盐 ;， 3 一 4- 硝 基 葵 酚 

色谱 柱 : Hypersil Duet C18/SAX (25mmX4.6mm) 

流动 相 : 甲醇 -0.1ImolEL 乙 酸 缓冲 液 〈 体 积 比 =40 : 60)，pH=7 

流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 :UV (254nm) 























茶 栈 类 化 合 物色 谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 茶 酚 ; 2 一 4- 硝 基 茶 酚 ; 3 一 2,4- 二 硝 基 茶 酚 ; 4 一 2- 硝 基 
茶 酚 ;5 一 邻 氧 茶 酚 ;6 一 4,6- 二 硝 基 茶 酚 ;7 一 2,4- 二 

基 茶 酚 ; 8 一 4- 握 -3- 甲 基 茶 酚 ; 9 一 2,4- 二 握 酚 ; 
10 一 2,4,6- 三 氧 酚 ; 11 一 五 氧 酚 

色谱 柱 : Hypersil Green ENV (15mmX4.6mm,， 5um) 

流动 相 : A. 1% 乙 酸 水 溶液 ，B. 1% 乙 酸 的 甲醇 溶液 

流 速 : 1.0ml/min 

梯 度 : 0 一 20min,，35%B 一 100%B 

































































色谱 峰 : 
色谱 柱 : 





Ri 
a 


莹 
涵 滥 





梯 度 : 
流 速 : 
检测 器 : 
注射 液 : 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
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Lr 
栈 类 化 合 物色 谱 分 离 图 外 
1 一 苯酚 ，2 一 2- 毛 酚 ，3 一 4- 氯 酚 ，4 一 2,4- 二 甲 基 葵 酚 ，5 一 4- 毛 -3- 甲 基 茶 酚 
Hypersil Green ENV (15mmX4.6mm, Sum) 
A. 1% 乙 酸 水 溶液 ; 
B. 1% 乙 酸 甲 醇 溶 液 
























































: 1.0ml/min 
: 0—>20min, 35%B 100%B 


UL 


J io 
mm 


自来水 中 栈 类 物质 ( 环境 荷尔蒙 ) 的 色谱 分 离 图 加 
1 一 双 酚 ; 2 一 王 基 酚 





加 料 酝 蚁 





FA 本 加 和 料 人 后 
20 


SymmetryShieldIMRP18 

A. 15mmol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=3.0; 
B. 乙 膊 

初始 40%B，20min 内 线性 增加 到 100%B 
1.0ml/min 

UV (225nm) 

75ul 
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FE 册 6 液 相 色 谱 分 析 





让 











12 





茶 栈 及 茶 栈 衍生 物色 谱 分 离 图 


色谱 峰 ， 
色谱 柱 : 





流 速 : 
检测 器 : 






































1 一 茶 酚 ; 2 一 间 甲 酚 ;3 一 对 甲 酚 ; 4 一 邻 甲 酚 ;5 一 乙 基 茶 酚 














Hypercarb (100mmX4.6mm, 7um) 
A. 1% 乙 酸 水 溶液 ; 

B. 乙 且 

1.0ml/min 

UV (254nm) 


酷 类 化 合 物色 谱 分 离 图 站 




































































色谱 峰 : 1 一 茶 酚 ;2 一 4- 硝 基 酚 ;，3 一 2,4- 二 硝 基 酚 ;4 一 2- 毛 酚 ; 5 一 2- 


























基 -4,6- 二 硝 基 酚 ;6 一 2,4- 二 甲 基 酚 ; 7 一 4- 毛 -3- 甲 基 酚 ; 8 
一 2,4- 二 氯 酚 ; 9 一 2,4,6- 三 氯 酚 10 一 五 氧 酚 
色谱 柱 : Hypersil OPS (200mmX2.1mm) 
流动 相 : 甲醇 -乙酸 水 溶液 (体积 比 =55 : 45) 
流 速 : 1.5ml/min 
检测 器 : UV (260nm) 
[ES 语 马 酸 二 甲 酯 与 多 环 芳烃 色谱 分 离 图 办 
色谱 峰 : 1 一 富 马 酸 二 甲 酯 ，2 一 药 ，3 一 菲 ，4 一 茧 ，5 一 花 ，6 一 荐 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 《体积 比 =75 : 25) 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 




















第 十 五 章 ”环境 与 安全 样品 色谱 医 














A 





T T T T T T T T T 


10 12 14 16 18 20 22 24 26 2%8 30 
Hinin 
2 双 酚 和 A、 共 并 [a] 荧 草 、 花 的 衍生 物色 谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 双 酚 A，2 一 葵 并 [q] 荧 草 ，3 一 1,3- 二 硝 基 区; 4 一 茶 并 [a] 此 ; 5 一 羟基 茶 并 [a] 此 混合 
色谱 柱 : Shodex clnpak pae-800 交 流 (300mm X 8.0mm) 

















流动 相 : 丙酮 流 速 ; 0.8ml/min 
柱 温 : 25°C 检测 器 : UV (254nm) 
2 
3 
1 
4 
3 6 9 12 
Fimim 


多 环 芳 烃 类 化 合 物色 谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ，2 葵 ;，3 一 联 茶 ，4 一 页 
色谱 柱 : Hypersil 100 C18 (10mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =40 : 60) 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
































tnin 


多 环 芳烃 色谱 分 离 图 外 

















色谱 峰 : 1 一 奖章 ;2 一 茶 并 [5] 灾 章 ; 3 一 茶 并 [有 奖章 ;4 一 茶 并 [a] 紫 ; 5 一 茶 并 [8,h,i] 紫 ; 6 一 闻 并 
[1,2,3-cqd] 比 

色谱 柱 : Hypersil Green PAH (3mmX4.6mm) 流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =80 : 20) 

检测 器 : UV (254nm) 流 速 : 3ml/min 
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| 3.5 5 7.5 10 12.5 15 
Hnin 
多 环 芳香 烃 色谱 分 离 图 向 
色谱 峰 : 1 一 问 草 ;2 一 茶 并 [a] 意 ; 3 一 茶 并 [bp] 炎 草 ; 流动 相 : 乙 且 
4 一 茶 并 [有 区 剖 ;5 一 茶 并 [a] 紫 ; 温 度 : 25C 
6 一 茶 并 [8,h, 站 花 ; 7 一 节 并 [1,2,3-cq] 花 流 速 ; 1.0ml/min 
色谱 柱 : LiChroCART® 250-3 LiChrospher® PAH，5hm 进 样 量 : 30hl 
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多 环 芳 烃 化 合 物色 谱 分 离 图 外 











色谱 峰 : 1 一 奖章 ;2 一 茶 并 [aj] 草 ; 3 一 茶 并 [5b] 菊 草 ;4 一 茶 并 [k] 荧 剖 ，5 一 茶 并 [a] 花 ; 
6 一 茶 并 [gj 让 花 ; 7 一 节 并 [1,2,3-cdj 花 

色谱 柱 : HyperREZ XP SCX1000A (50mmX4.6mm，8pm) 

流动 相 : A. 0.02mol/L KHPO4，pH=6.0; 
B. A+0.5mol/L NaCl, pH=6.0 

梯 度 : 0 一 20min，0 一 100%B 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : UV (260nm) 











色谱 峰 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
梯 ” 度 : 












































Ue 


3 3 00 
min 


多 环 芳香 烃 色 谱 分 离 图 内 


ok | 
A 
[2 
一 





: 1 一 菊 瘟 ;2 一 茶 并 [四 蕊 ;3 一 葵 并 [加 交 划 :4 一 葵 并 [ 则 谈 蔓 :5 一 苯 并 [q] 花 ; 





6 一 茶 并 [gj 了 ] 花 ;7 一 节 并 [1.2,3-cqd] 花 





EF: Hyper Green PAH (150mmX2.1mm, Sum) 
旧 : 乙 且 - 水 〈20min 内 体积 比 由 60 : 40 至 100 : 0) 



































: 0.5ml/min 
区 总 光 。 空气 中 多 环 芳香 烃 色 谱 分 离 图 外 
1 一 富 马 酸 二 甲 酯 ， 2 一 和 万; 3 一 亡 ; 4 一 药 ; 5 一 菲 ，6 一 奖章 ; 7 一 痰 万 ; 8 一 花 ; 9 一 茶 并 


























[aq] 章 ;10 一口; 11 一 茶 并 [5] 谈 章 ; 12 一 茶 并 [如 奖 剖 ; 13 一 茶 并 [a] 紫 ; 14 一 二 茶 并 [a， 加 
草 ; 15 一 茶 并 [g,h, 站 花 ; 16 一 节 并 [1,2,3-cd] 下 

Hypersil PAH (10mmX4.6mm, 3um) 

A. 乙 有 睛 -水 《体积 比 =99 : 1); B. 乙 膊 

2.0ml/min 

UV (254nm) 

tmin 0 5 25 27 

B/% 50 50 100 50 
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2 2 4 在 $3 10 12 14 
tnin tmin 
{a} fy 


多 硫化 物 多 环 芳香 烃 色 谱 分 离 图 外 
色谱 柱 : Hypercarb (10mmX4.6mm,，7pm) 
流动 相 : 毛 化 丁 基 - 异 成 烷 [Ca) 体积 比 =40 : 60; (b) 体积 比 =5 : 95] 
流 速 : 0.5ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 





(al BetaBasic 18 


(hy BaaNlax Neutral 
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js 


Lc) Betablax Acid 














ld) BaaNax Base 











T T 
4 3 10 1 了 本 


Amm 
不 同色 谱 柱 条 件 下 芳香 烃 色 谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ; 2 一 茶 ; 3 一 乙 茶 ; 4 一 丙 茶 ; 5 一 丁 茶 ; 6 一 戊 茶 
色谱 柱 : Hypersil APS (150mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 水 - 乙 有 睛 《体积 比 =25 : 75) 
流 速 ; 1.25ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 


In 
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茶 衍 生物 色谱 分 离 图 站 

色谱 峰 : 1 一 对 羟基 葵 甲 醛 ， 2 一 茉 甲醇 ,3 一共 甲酸 ; 
4 一 硝 基 茶 ; 5 一 茶 

色谱 柱 : BETASIL C8 (150mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 甲醇 -水 -磷酸 〈 体 积 比 =60 : 40 : 0.1) 


RN 流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : 二 极 管 阵列 (254nm) 
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标准 芳香 酸 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 茶 甲 酰胺 ，2 一 茶 甲 醇 :，3 一 茶 乙 酸 ; 4 一共 甲酸 甲 酯 ; 
5 一 葵 乙 配 ， 6 一 富 马 酸 二 甲 酯 ，7 一 二 葵 甲 酮 ，8 一 联 茶 

色谱 柱 : Hypersil Phenyl (10mmX4.6mmy) 

流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =60 : 40) 

流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 : UV (254nm) 
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分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 








1 ) 
































6 § [0 33 入 
fnlin 
芳烃 类 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ; 2 一 茶 胺 ; 3 一 2- 硝 基 茶 胺 ; 4 一 2,4- 二 硝 基 茶 胺 ; 

5 一 3,5- 二 甲 茶 酚 ; 6 一 茶 甲 配 ，7 和 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 甲醇 -0.05mol/L 磷 酸 二 毛 钾 溶液 (体积 比 =65 : 35)，pH=3.5 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
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[a) hb) 


甲苯 与 硝 基 芳烃 色谱 分 离 图 















































色谱 峰 ，1 一 2,4,6- 三 硝 基 甲 茶 ，2 一 2,6- 二 硝 基 甲 茶 ; 3 一 甲 菜 ，4 一 4- 硝 基 
流动 相 : (a) 水 -甲醇 (体积 比 =50 : 50); (b) 水 -甲醇 (体积 比 =30 : 70) 
流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : UV (254nm) 
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了 上 
{a) ih) 
芳烃 类 色谱 分 离 图 中 
注 : 文献 中 未 给 出 色谱 图 坐标 刻度 
色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 :2 一 葵 酚 ，3 一 硝 基 葵 ;4 葵 ; 5 一 联 葵 
色谱 柱 : (a) unBondapak; (b) Hyperbond C18 
流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =75 : 25) 
流 速 ; 1.5ml/min 
检测 器 : 254nm 
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茶 基 化 合 物色 谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 茶 甲 酰胺 ; 2 一 茶 乙 酮 ; 3 一 二 葵 甲 酮 ，4 一 联 茶 
色谱 柱 : Hypersil BDS Phenyl (10mmX4.6mm) 
流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =60 : 40) 
流 速 : 0.8ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
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Hmm 


吡啶 、 茶 胺 等 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ，2 一 吡啶 ;3 一 苯胺 ，4 一 N- 甲 基 苯 胶 ; 

5 一 N,N- 二 甲 基 茶 胺 ;6 一 N,N- 二 乙 基 茶 胺 
色谱 柱 : Hypersil 100 C18 (10mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 有 睛 -0.01mol 江 乙酸 钠 缓冲 液 〈 体 积 比 =40 : 60)，pH=4.5 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
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tiin 
茶 胺 及 其 衍生 物色 谱 分 离 峰 外 

色谱 峰 : 1 一 茶 胺 ; 2 一 3- 乙 基 茶 胺 ;3 一 2- 乙 基 茶 胺 ; 4 一 N- 乙 基 茶 胺 ; 

5 一 N,N- 二 甲 基 茶 胺 ;6 一 N,N- 二 乙 基 茶 胺 ;7 一 2,5- 二 握 茶 胺 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，5pm) 
流动 相 : 80% 甲 醇 -20% 水 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 
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Pimin 


m-,o- 和 D- 硝 基 茶 胺 色谱 分 离 峰 四 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
检测 器 : 





Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
乙 膊 

0.8ml/min 

UV 254nm 
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区 二 司 ” 茶 及 茶 朽 衍生 物色 谱 分 离 图 四 






































色谱 峰 : 1 一 茶 酚 ; 2 一 间 甲 酚 ; 3 一 对 甲 酚 ;4 一 邻 

















5 一 乙 基 茶 酚 

色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm,，7pm) 
流动 相 : 1% 乙 酸 的 水 - 乙 且 

流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 : UV (254nm) 








1 1 1 1 1 1 1 


80 100 ”6 


色谱 峰 : 1 一 间 茶 二 胺 ;2 一 对 莱 二 胺 盐酸 盐 ，3 





a 和 人 全 18D " 200 
HM 


10 种 染料 成 分 标准 品 的 色谱 分 析 图 外 


对 氨基 茶 酚 ; 4 一 对 茶 二 胺 ; 5 一 2- 毛 -对 茶 二 上 胺 ; 




















9 一 N,N- 双 (2- 产 乙 基 )- 对 茶 二 胺 人 硫酸 盐 ; 





6 一 2- 硝 基 - 对 葵 二 胺 ; 7 一 MXN- 二 甲 基 - 对 葵 二 胶 硫 酸 盐 ; 8 一 N,N- 二 乙 基 -对 茶 二 胺 硫酸 盐 ; 





10 一 N- 葵 基 - 对 苯 二 胺 盐酸 


色谱 柱 : Discovery RP-Amide C16 柱 (250mmX4.6mm,，5pm) 


流动 相 : 25mmol/L 磷 酸 - 乙 且 缓 冲 溶液 (体积 比 =60 : 40) 


流 速 ; 1.0ml/min 
E 温 : 30'C 
仁 测 器 : UV (250nm) 
进 样 量 : 20hl 
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7 种 色谱 茶 系 物 及 Ce ~ C1s 正 构 烷烃 标准 样品 色谱 分 离 图 中 


8 


色谱 峰 : 1 一 正 壬 烷 ，2 一 葵 ;， 3 



































正 十 一 烷 ; 6 一 乙 茶 ; 7 一 对 二 甲 茶 ; 












































间 二 甲 茶 ; 9 一 邻 二 























13 - 甲 亚 砚 
色谱 柱 : ZORBAX Eclipse C18 (50mmX4.6mm，1.8hmy) 
流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =95 : 5) 




















: Sul 


安捷伦 科技 有 限 公司 |. 
德国 默 克 公司 . 











昭和 电工 科学 仪器 (上海) 有 限 公 司 . 








赛 默 飞 世 尔 科技 有 限 公 司 . 
沃 特 世 科 技 ( 上 海 ) 有 限 
大 连 依 利 特 分 析 仪 器 有 限 





公 
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流 量 : 0.2ml/min 
量 


可 . 





呈 j . 





本 ; 5 
十 三 烧 ; 11 一 茶 乙 烯 ; 12 一 正 十 三 烷 ; 





资料 来 源 
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一 、 食 品 添加 剂 





5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 
Amim 
20 种 食品 添加 剂 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 安 赛 密 ，2 一 葵 甲 酸 ，3 一 山梨 酸 ， 4 一 糖精 钠 ;， 5 一 柠 榜 黄 ; 6 一 苋菜 红 ; 7 一 胭脂 红 ; 
8 一 咖啡 因 ; 9 一 日 落 红 ; 10 一 阿 斯 巴 甜 ，11 一 诱惑 红 ;，12 一 亮 蓝 ，13 一 对 羧基 葵 甲 酸 
酯 ，14 一 对 羟基 苯 甲 酸 乙 酯 ，15 一 亦 父 红 ; 16 一 对 羟基 茶 甲 酸 正 丙 酯 ， 17 一 对 羟基 茶 
酸 异 丙 酯 ，18 一 对 羟基 茶 甲 酸 正 丁 酯 ，19 一 对 羟基 茶 甲 酸 异 丁 酯 ，20 一 对 羟基 茶 甲 酸 
庚 酯 
色谱 柱 : ODS-SP 色 谱 柱 (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A: 0.10mol/L 乙 酸 饼 缓冲 溶液 (pH=7.2); 
B: 甲醇 - 乙 膊 (体积 比 =90 : 10) 
梯 度 : tmin 0 5 20 35 44 49 
A/% 8 20 50 70 90 100 





















































































































































































































































































































































流 速 : 1.0ml/min 进 样 量 : 204l 
柱 温 : 30C 检测 器 ; SPD-M20A (230nm) 
14 种 添加 剂 的 多 反应 监测 色谱 图 中 
lL 色谱 峰 : 1 一 安 赛 密 ，2 一 茶 甲 酸 ，3 一 山梨 酸 ，4 一 糖精 
Li 14 钠 ;5 一 柠 样 黄 ，6 一 苋菜 红 ，7 一 胭脂 红 ; 8 一 咖 
啡 因 ; 9 一 日 落 红 ; 10 一 阿 斯 巴 甜 ， 11 一 诱惑 红 ; 
12 一 亮 蓝 ;， 13 一 对 羟基 葵 甲 酸 甲 酯 ，14 一 对 羟基 
3 葵 甲 酸 乙 酯 
1 | 色谱 柱 : Waters C18 色 谱 柱 (100mmX2.1mm，1.7mm) 
流动 相 : A. 乙 且 ; 
二 Blmmol/L 甲 酸 贸 - 甲 酸 缓冲 液 (pH=3.9) 
> 梯 度 : Wmin 0 1.5 7.0 10.0 
A A/% 7 7 90 9%0 
流 速 : 0.3ml/min 进 样 量 : 2ml 
| 3 检测 器 : UV (230nm) 
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9 种 食品 添加 剂 色谱 图 门 














色谱 峰 : 1 一 安 赛 蜜 ; 2 一 糖精 ; 3 一 咖啡 因 ; 4 一 阿 斯 巴 甜 ， 5 一 葵 甲 酸 ， 6 一 山梨 酸 ; 7 一 甜菊 糖苷， 
8 一 脱氧 乙酸 ; 9 一 纽 甜 
色谱 柱 : Agilent C18 柱 〈250mmX4.6mm，5hm) 
流动 相 : A. 三 氟 乙 胶 〈0. 01%， 体 积分 数 ) -乙酸 铵 〈2.53mmolL) 水 溶液 
B. 乙 且 
梯 度 : Wmin 0 10 15 30 
B/% 5 13 41 30 
流 速 : 1.0ml/min 
量 : 10.0pl 
检测 器 : UV (210nm) 























D0 25 5.0 7 100 125 
aimin 

酱菜 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 各 
色谱 峰 : 1 一 糖精 钠 ，2 一 葵 甲 酸 ， 3 一 山梨 酸 
色谱 柱 : Eclipse XDB-C18 (ZORBAX) (250mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 ， 甲 醇 -0.02molL 的 乙酸 馆 缓 冲 液 (pH=5.77) - 乙 有 请 (体积 比 =90.5 : 8.5 : 1) 
流 速 : 0.9ml/min 
温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (230nm) 
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3 1 3 
mm 
饮料 中 添加 剂 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 安 赛 蜜 ; 2 一 茶 甲 酸 ，3 一 山梨 酸 ; 4 一 糖精 钠 ，5 一 脱氧 乙酸 ; 6 一 咖啡 因 
色谱 柱 : ACQUITY UPLC BEH C18 (50mmX2.1mm，1.7hmy) 
流动 相 : 甲醇 -20mmolL 乙酸 镁 溶液 
流 速 : 0.6ml/min 
温 度 : 50°C 
检测 器 : UV (230nm) 












































色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





: 1 一 对 羟基 茶 基 酸 甲 酯 ，2 一 对 羟基 茶 甲 酸 乙 酯 ，3 一 对 羟基 茶 
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饮料 中 防腐 剂 对 羟基 茶 甲 酸 酯 色谱 分 离 图 加 



























































酸 本 本 
ACQUITY UPLC BEH C18 (50mmX2.1mm，1.7hum) 

















醇 -20mmol/L 乙酸 铵 溶液 
0.6ml/min 
50°C 
UV (256nm) 








站 
Hmin 














酸 丙 酯 ，4 一 对 羟基 茶 
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茶 甲 酸 、 山 梨 酸 、 糖 精 钠 的 色谱 分 离 图 加 




















1 一 茶 甲 酸 ; 2 一 山梨 酸 ; 3 一 糖精 钠 

ZORBAX SB C18 反 相 色 谱 柱 〈250mmX4.6mm，5hm) 
0.05mol/L 乙 酸 包 - 甲 醇 

2ml/min 

UV (230nm) 





















































9 3 4 6 & 1 
mm 
加 了 防腐 剂 色 谱 分 离 图 后 
1 一 对 羟基 葵 基 酸 甲 酯 ，2 一 对 羟基 茶 甲 酸 乙 酯 ，3 一 对 羟基 茉 甲 酸 丙 酯 


























ZORBAX SB C18 反 相 色 谱 柱 〈250mmX4.6mm，5hm) 
乙酸 镑 -甲醇 (体积 比 =52 : 48) 

1.2ml/min 

UV (254nm) 
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区 雪 稀 中 茶 甲酸 的 色谱 分 离 图 四 




















色谱 峰 : 1 一 茶 甲 酸 

色谱 柱 : Nova-PAK C18 (150mmX3.9mm) 
流动 相 ; 甲醇 -20mmol/L 乙 酸 铵 (体积 比 =5 : 95) 
流速 : 1ml/min 

温 度 : 22°C 

检测 器 : UV (225nm) 



































人 
min 
健力宝 中 茶 甲 酸 、 山 梨 酸 的 色谱 分 离 图 9 
色谱 峰 : 1 一 葵 甲 酸 ， 2 一 山梨 酸 
色谱 柱 : Nova-PAK C18 (150mmX3.9mm) 
流动 相 : 甲醇 -20mmol/ 工 乙酸 贸 〈 体 积 比 =5 : 95) 
流 速 : 1ml/min 
温 度 : 22°C 
检测 器 : UV (225nm) 









































色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 





温 度 ; 
检测 器 : 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 


检测 器 : 











T h T T T T T T T 
0 
Amn 


果冻 中 茶 甲 酸 的 色谱 分 离 图 站 




















采 甲 酸 

ZORBAX Eclipse XDB-C18 柱 〈250mmX4.6mm，5hmy) 
20mmolL 乙酸 铵 -甲醇 

lml/min 

30°C 

UV (425nm) 




















1* 区 
从、 入 人 
一 
IO 200 400 600 400 1000 12.00 14.00 16.00 
Pimin 
区 加 3 网 香肠 中 防腐 剂 与 色素 的 色谱 分 离 图 后 
1 一 葵 甲 酸 ， 2 一 山梨 酸 ; 3 一 胭脂 红 
Nova-PAK C18 柱 (150mmX3.9mm) 









































醇 -0.02molL 乙 酸 铵 缓冲 液 (pH=6.8) 
lml/min 
30°C 
UV (234nm) 











rm 


3 0 40 Gu go 100 0 0 
Emin 
区 可 注 加 饮料 中 防腐 剂 与 色素 色谱 分 离 图 

1 一 茶 甲 酸 ;，2 一 山梨 酸 ; 3 一 脱氧 乙酸 ;4 一 苋菜 红 ; 5 一 胭脂 红 

Nova-PAK C18 柱 (150mmX3.9mm) 

醇 -0.02mol/L 乙 酸 饮 缓冲 液 (PH=6.8) 

lml/min 

30°C 

UV (234nm) 
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加 下 ”果冻 中 防腐 剂 与 糖精 酸 的 色谱 分 离 图 [1 
色谱 峰 : 1 一 茶 甲 酸 ;，2 一 山梨 酸 ，3 一 糖精 酸 
色谱 柱 : ZORBAX Eclipse XDB-C18 柱 (250mmX4.6mm,， 























Sum) 
流动 相 : 20mmol/L 乙酸 饮 - 甲 醇 
1 流 速 : 1ml/min 
z 温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (230nm) 























10 13 20 2 30 及 40 


Amim 


LA 


1 


区 六 辐 ”山梨 酸 和 茶 甲 酸 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 杂质 ，2 一 山梨 酸 ;， 3 一 苯 甲 酸 
色谱 柱 : HyPURITY (15mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 乙 且 -25mmolL 磷 酸 钾 《〈 体 积 比 =20 : 80) 


3 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25'C 





























检测 器 : UV (254nm) 
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对 羟基 葵 甲 酸 酯 色谱 分 离 图 站 



























































色谱 峰 : 1 一 对 羟基 苯 甲 酸 甲 酯 ，2 一 对 羟基 葵 甲 酸 乙 酯 ，3 一 对 羟基 茶 甲 酸 丙 酯 ，4 一 对 羟基 茶 
酸 丁 酯 ;5 一 对 羟基 茶 甲 酸 戊 酯 ，6 一 对 羟基 茶 甲 酸 己 酯 ，7 一 对 羟基 茶 甲 酸 庚 酯 

色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (10mmX4mm，3hmy) 

流动 相 : 乙 有 睛 -磷酸 盐 缓冲 液 〈 体 积 比 =40 : 60)，pH=7 

流 速 : 2.0ml/min 

温 度 : 40C 

检测 器 : 260nm 
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食品 防腐 剂 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 柠 样 酸 ，2 一 酒石酸 ;，3 一 丙酮 酸 ;，4 一 硼酸 盐 ; 5 一 焉 珀 酸 ; 
6 一 乳酸 ; 7 一 甲酸 
色谱 柱 : HyperREZ XP Acids (100mmX7.7mm) 
流动 相 : 0.001mol/L 硫 酸 
流 速 : 0.7ml/min 
度 : 57°C 
检测 器 : RI 















































食品 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 虽 

色谱 峰 :，] 一 糖精 钠 ，2 一 脱氧 乙酸 ，3 一 山梨 酸 ，4 一 葵 甲 酸 
色谱 柱 : JSphere ODS-H80 (75mmX4.6mm，4hmy) 
流动 相 : 四 和 氧 叶 喃 -水 -三 所 乙酸 (体积 比 =20 : 80 : 0.1) 

流 速 : 1.0ml/min 

温 度 : 37°C 

检测 器 : UV (230nm) 

进 样 : 2 由 (0.13 一 0.32mg/ml) 









































Emin 








nn 
M2 
过 

1 
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Cr 
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食品 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 葵 甲 酸 ，2 一 山梨 酸 ，3 一 脱氧 乙酸 ;4 一 对 羟基 葵 基 酸 甲 酯 ，5 一 对 羟基 葵 甲 酸 乙 酯 ; 
6 一 对 羧基 葵 甲 酸 丙 酯 
色谱 柱 : ZORBAXEclipse XDB-C18 〈250mmX4.6mm，5hm) 
流动 相 : 甲醇 (100%) -乙酸 铵 溶液 〈0.02molL-5 色 甲醇 ) 
流 速 ; 1ml/min 
温 度 : 20°C 
检测 器 : UV (220nm) 
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BU 
防腐 剂 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 糖精 钠 ; 2 一 对 羟基 茶 甲 酸 ; 3 一 山梨 酸 ; 4 一 莱 甲 酸 ; 5 一 对 羟基 茶 甲 酸 甲 酯 ，6 一 尼 
泊 金 乙 酯 ，7 一 脱毛 乙酸， 8 一 对 产 基 茶 甲 酸 丙 酯 
色谱 柱 : Shodex rspak ds-613 (150mmX6.0mm) 




























































































流动 相 : (0.05mol/L 的 磷酸 二 氧 钾 -0.1% 磷 酸 溶液 ) - 乙 且 (体积 比 =60 : 40) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 22'C 


检测 器 : UV (210nm) 


] 
| 
4 6 8 10 12 14 16 18 


2 t 
En 
饮料 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 对 产 基 茶 基 酸 甲 酯 ，2 一 对 羟基 茶 甲 酸 乙 酯 ，3 一 对 羟基 茶 甲酸 丙 酯 ， 4 一 对 羟基 茶 
酸 丁 本 
色谱 柱 : Poroshell 120 EC-C18 反 向 色谱 柱 〈100mmX4.6mm，2.7hmy) 
流动 相 : 0.04molL 乙 酸 铵 溶液 -甲醇 
流 速 : 1ml/min 
温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (254nm) 
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吊 | 作 早 食品 及 oO 
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饮料 中 人 工 色 素 和 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 加 
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加 剂 5o5 | 


油 炸 地 瓜 干 中 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 的 色谱 分 离 图 加 








1 一 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 


Waters Funfire C18 (250mm X4.6mm, Spum) 




















lml/min 
32°C 
UV (245nm) 





色谱 峰 : 1 一 胭脂 红 ; 2 一 日 落 黄 ，3 一 茶 甲 酸 

色谱 柱 : Eclipse XDB-C18 (ZORBAX) (250mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 0.02mmol/L 乙 酰胺 -甲醇 

流 速 : 0.9ml/min 

温 度 : 30°C 

检测 器 : UV (230nm) 

1 色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 

[ T T T T 1 检测 器 : 
5 [Wa] [Ss 20 125 30 
VimIn 
4 
1 
可 














a 


杀 真 菌 剂 /防腐 剂 色谱 分 离 图 内 








3 Ln 


tinin 


色谱 峰 :; 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 

















醇 -缓冲 盐 (6.45g 四 正 丁 基 澳 化 铵 -2.46g 无 水 乙酸 钠 ) 


















































1 一 马 来 酸 ，2 一 邻 葵 二 甲酸 ，3 一 4- 羟 基 共 甲酸; 

4 一 间 茶 二 甲酸 ，5 一 水 杨 酸 

HYPURITY™ADVANCE (15mmX4.6mm, Sum) 
50mmol/L 的 磷酸 二 氧 钾 (pH=2.1) -甲醇 (体积 比 =40 : 60) 
1ml/min 

25°C 

UV (210nm) 
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tmin 





白 葡萄 酒 和 沙拉 酱 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 回 














样品 : (a) 标准 品 ;(b) 白 葡萄 酒 ; 〈c) 沙拉 桨 



































色谱 峰 : 1 一 葵 甲 酸 ，2 一 己 二 烯 酸 ，3 一 聚 羟 基 丁 酸 甲 酯 ，4 一 聚 羟 基 丁 酸 乙 酯 ; 
5 一 肾 羟 基 丁 酸 丙 酯 ;6 一 丁 基 羟 茜 茄 香 醚 ，7 一 丁 基 羟基 甲 邯 
色谱 柱 : Hypersil BDS (10mmX4mm,，5pm) 









































流动 相 : A. 硫酸 -水 ，pH=2.3; B. 丙烯 膊 


梯 度 : t/min 0 3 4 6 
B/% 10 60 80 90 

流 速 : 2ml/min 

柱 室 : 40C 

检测 器 : UV-DAD 


or 


【> 
小 
分, 


7 
10 


amin 


糖果 中 防腐 剂 与 甜 味 剂 的 色谱 分 离 图 站 

















色谱 峰 : 1 一 安 赛 蜜 ; 2 一 茶 甲 酸 ; 


3 一 山梨 酸 ; 4 一 糖精 钠 








色谱 柱 : Poroshell 120 EC-C18 反 


向 色谱 柱 (100mmX4.6mm，2.7pm) 




















流动 相 : 0.04mol/L 乙 酸 铵 溶液 - 
流速 : 1ml/min 

温 度 : 30°C 

检测 器 : UV (230nm) 





醇 
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和 
医 加 32 山梨 酸 和 葵 甲 酸 色 谱 分 离 图 内 
色谱 峰 ，1 一 杂质 ，2 一 山梨 酸 ，3 一 葵 甲 酸 
1 色谱 柱 : HyPURITY (15mmX4.6mm，5hmy) 
| 流动 相 : 乙 且 -25mmol/L 磷 酸 镍 (体积 比 =20 : 80) 
流 速 : 1.0ml/min 
r T T T 柱 温 : 25'C 
3.0 2.5 3 7.5 
tmin 
1 
2 6 10 14 18 22 26 30 
mn 


国 加 2 习 9 种 合成 色素 的 色谱 分 离 图 上 
色谱 峰 : 1 一 柠檬 黄 ; 2 一 靛蓝 ;， 3 一 苋菜 红 ; 4 一 胭脂 红 ; 5 一 日 落 黄 ; 
6 一 红 2G; 7 一 诱惑 红 ; 8 一 亮 蓝 ; 9 一 赤 爸 红 
色谱 柱 : Inertsil ODS C18 柱 (150mmX4.0mm，5pm) 












































流动 相 ， 甲 醇 -0.02molL 乙酸 铵 溶液 流 速 : 1ml/min 
温 度 : 30°C 检测 器 : UV (254nm) 





3 5 1n 15 20 
Mnin 
7 种 合成 色素 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 柠檬 黄 ; 2 一 新 红 ; 3 一 苋菜 红 ; 4 一 胭脂 红 ; 5 一 日 落 黄 ;6 一 诱惑 红 ; 7 一 赤 欧 红 
色谱 柱 : Agilent Eclipse Plus C18 (250mm X4.6mm,5pm) 
流动 相 :; 0.02mmol/L 乙 酰胺 - 甲 本 流速 : 1ml/min 
温 度 : 30°C 检测 器 : UV (254nm) 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 











oo 3 IOs 这 oe 25 过 的 
inin 


孙 





区 于 闻 人工 色素 的 色谱 分 离 图 六 
1 一 柠 榜 黄 ;2 一 苋菜 红 ; 3 一 靛蓝 胭脂 红 ; 4 一 新 胭脂 红 ; 5 一 日 落 黄 FCF; 6 
7 一 亮 赣 FCF，8 一 示众 红 ;9 一 酸性 红 ;， 10 一 桃红 ; 11 一 玫瑰 红 


主 : YMC Pack ODS-A (15mmX4.6mm, Sum) 
肯 : A. 10mmolL 磷酸 氧 二 铵 (pH=6.0) -甲醇 〈 体 积 比 =90 : 10); 









































B. 10mmolL 磷酸 氧 二 贸 (pH=6.0) -甲醇 (体积 比 =20 : 80) 
0 一 40min，0%B 一 100%B (线性 ); 40min 一 60min，100%B 





1.0ml/min 
30°C 


: UV (254nm) 


100hl 





Panin 


饮料 中 人 工 色素 的 色谱 分 离 图 加 














1 一 柠檬 黄 ，2 一 胭脂 红 ;， 3 一 苋菜 红 ; 4 落 黄 ; 5 
ACQUITY UPLC BEH C18 (50mmX2.1mm，1.7hmy) 




















醇 -20mmol/L 乙酸 铵 溶液 
0.6ml/min 
50°C 
UV (410nm) 








诱惑 红 ; 6 一 亮 蓝 


绿 FCF; 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 





色谱 峰 : 
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EMIN 


果冻 中 色素 的 色谱 分 离 图 中 
1 一 免 菜 红 ; 2 一 胭脂 红 ; 3 一 日 落 红 ; 4 一 诱惑 红 
ZORBAX Eclipse XDB-C18 柱 (4.6mm X250mm,， 5pm) 
20mmol/ 世 乙酸 铵 -甲醇 
lml/min 
30°C 
UV (S15nm) 









































tnin 
SEE 一 密 钱 中 色素 的 色谱 分 离 图 / 
1 一 柠 榜 黄 ; 2 一 新 红 ; 3 一 苋菜 红 ; 4 一 胭脂 红 ; 5 一 日 落 黄 ;6 一 诱惑 红 ; 
7 一 酸性 红 ; 8 一 赤 侠 红 
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色谱 柱 : Poroshell 120 EC-C18 反 向 色谱 柱 〈100mmX4.6mm，2.7hmy) 
流动 相 : 0.04mol/L 乙 酸 铵 溶液 -甲醇 
流 速 : 1ml/min 
温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (480nm) 
1 2 
3 了 6 8 10 位 14 16 18 
1mm 
饮料 中 亮 蓝 和 远 蓝 的 色谱 分 离 图 站 

色谱 峰 : 1 一 亮 蓝 ;2 一 靛蓝 
色谱 柱 : Poroshell 120 EC-C18 反 向 色谱 柱 (100mmX4.6mm，2.7hm) 
流动 相 : 0.04mol/L 乙 酸 铵 溶液 -甲醇 
流 速 : 1ml/min 
温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (630nm) 


猎 ||1 症 





分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 
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食品 中 防腐 剂 与 色素 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 :， 1 一 新 红 ; 2 一 胭脂 红 ;，3 一 糖精 钠 ， 4 一 日 落 黄 ，5 一 葵 甲 酸 ，6 一 山梨 酸 ，7 一 香 兰 素 
色谱 柱 : Eclipse XDB-C18 (ZORBAX) (250mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 乙酸 铵 - 乙 有 睛 《体积 比 =8.25 : 1) 流 速 : 0.9ml/min 
温 度 : 30"C 检测 器 : UV (230nm) 
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Hh 


食品 中 合成 色素 和 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 向 
色谱 峰 : 1 一 新 红 ; 2 一 胭脂 红 ; 3 一 糖精 钠 ; 4 落 黄 ;5 一 茶 甲 酸 ; 6 一 山梨 酸 ; 
7 一 香 兰 素 ，8 一 亮 蓝 ;9 一 亦 爸 红 
色谱 柱 : Eclipse XDB-C18 (ZORBAX) (250mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 醇 流 速 : 0.9ml/min 
温 度 : 30°C 检测 器 : UV (230nm) 


| 



























































je 《> SOCANa 
Na0:s— NA [Rt 
NS 区 











COONaA 
> > 
Ey pw 
由 10 i 2 


FM 
食品 黄 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 柱 : Shodex Asahipak odp-50 4D (150mmX4.6mm) 
流动 相 : (NH4)2HPOs 溶液 -甲醇 (体积 比 = 二 95 : 5) 流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 40C 检测 器 : UV (254nm) 
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Hin 


人 工 色素 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 苋菜 红 ; 2 一 新 胭脂 红 ; 3 一 偶 氮 玉 红 ;4 一 专利 蓝 V 
色谱 柱 : Shodex et-rpl 三 维 (150mmX3.0mm) 
流动 相 :(6mmol/LL 四 丁 基 洗 化 铵 -25mmol/L 乙 酸 镁 水 溶液 ) - 乙 膊 体积 比 =70 : 30) 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 70C 
检测 器 : UV (254nm) 








府 啉 黄 


专 借 上. 






465mm3tmm 


GDonmyd4Dnum 











timin 
不 抬 疡 马 的 光 计 


柠 演 避 一 紫红 ， 专刊 萨 和 ~ 已 洛 节 








300 40 so 60 700 80 
Amm 

柠檬 水 中 合成 色素 的 色谱 分 离 图 ( 光谱 覆盖 黄色 、 红 色 、 蓝 色 和 “ 黑 ” 颜 色 ) 9 
色谱 柱 : Hypersil BDS (125mmX3mm) 
流动 相 : A.0.01mol/L 磷 酸 二 氧 钠 -0.001mol/LL 四 丁 基 碰 酸 毛 镁 ，pH=4.2;，B. 乙 且 
梯度 : Wmin 0 10 14 19 20 

B/% 15 40 90 90 15 
流 速 : 0.8ml/min 
柱 室 : 40'C 
检测 器 : UV-DAD 
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木 糖 醇 与 山梨 糖 醇 的 色谱 分 离 图 四 
1 色谱 峰 ， 1 一 木 糖 醇 ，2 一 山梨 糖 本 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 ; 乙 膊 -水 (体积 比 =75 : 25) 
流 速 ; 1.0ml/min 


J 柱 温 : 30C 























mp T T T 检测 器 : RI 
0 Ee i F 10 
Hinin 
| 
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甘露 醇 与 山梨 糖 醇 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 甘露 醇 ，2 一 山梨 糖 醇 

色谱 柱 : Shodex usppak mN-431 (250mmX4.0mm) 
流动 相 : 水 

流 量 : 0.5ml/min 

| 柱 温 : 60C 

检测 器 : RI 

















min 


4 种 甜 味 剂 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 如 图 所 示 1 一 安 赛 蜜 (1.85min); 2 一 糖精 钠 (2.23min); 
3 一 甜蜜 素 (2.90min); 4 一 阿 斯 巴 甜 (5.11min) 

色谱 柱 : AQUCITY UPLC BEH C18 (50mmX2.1mm, 1.7pm) 

流动 相 : 乙 且 

流 速 : 0.1ml/min 

进 样 量 : 2Hl 

柱 温 : 40'C 

r r 检测 器 : UV (220nm) 

二 了 6 8 10 
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0 5 10 
mmin 


同安 赛 密 -K、 莽 糖 等 的 色谱 分 离 图 中 















































色谱 峰 : 1 一 安 赛 密 -K，2 一 蔗糖 ;3 一 和 葡萄糖; 4 一 果糖 
色谱 柱 : Shodex SUGAR 1011 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : 10mmol/L CaSOs 溶 液 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 80C 
检测 器 : RI (254nm) 

1 

Ty 
i | 
六 mmIm 
软饮料 中 茶 甲 酸 和 糖精 钠 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 葵 甲 酸 ， 2 一 糖精 钠 
色谱 柱 : ODS-SP 色 谱 柱 〈250mmX4.6mm，5hm，GL Science) 
流动 相 : A. 0.1molL 乙 酸 贸 缓冲 溶液 ， 
B. 甲醇 - 乙 膊 (体积 比 =90 : 10) 

流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 


检测 器 : 


UV (190~700nm) 
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和 有 
六 mmIm 

软饮料 中 安 赛 密 、 苯 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 安 赛 密 ; 2 一 茶 甲 酸 ; 3 一 糖精 钠 ; 4 一 柠 榜 黄 ;5 一 胭脂 红 ; 6 落 黄 
色谱 柱 : ODS-SP 色 谱 柱 〈250mmX4.6mm，5hum，GL Science) 
流动 相 ，A. 0.1molL 乙 酸 铵 缓冲 液 ; 

B. 甲醇 - 乙 膊 (体积 比 =90 : 10) 

流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (190 一 700nmy) 

































































3 3 10 2 2 有 好 和 本 0 
Hin 
软饮料 中 食品 添加 剂 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 茶 甲 酸 ; 2 一 糖精 钠 ，3 一 柠檬 黄 ; 4 一 咖啡 因 ; 5 一 诱惑 红 ; 6 一 亮 蓝 ; 7 一 赤 爸 红 
色谱 柱 : ODS-SP 色 谱 柱 〈250mmX4.6mm，5hm，GL Science) 
流动 相 : A. 0.1molL 乙酸 贸 缓 冲 溶液 
B. 甲醇 - 乙 膊 (体积 比 =90 : 10) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
检测 器 : UV (190 一 700nmy) 
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5 10 0 2 35 3 3 和 有 5 
fimin 

软饮料 中 安 赛 密 、 茶 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 安 赛 蜜 ; 2 一 茶 甲 酸 ; 3 一 柠檬 黄 ; 4 一 苋菜 红 ; 5 一 诱惑 红 ; 6 一 赤 莹 红 
色谱 柱 : ODS-SP 色 谱 柱 〈250mmX4.6mm，5hum，GL Science) 
流动 相 : A. 0.1mol/ 世 乙酸 匀 缓 冲 液 ， B. 甲醇 - 乙 有 睛 《体积 比 =90 : 10) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 30C 
检测 器 : UV (254nm) 
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UL 


Panin 


低糖 汽水 中 柠檬 酸 、 咖 啡 因 等 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 柠 榜 酸 ;2 一 咖啡 因 ; 3 一 阿 斯 巴 甜 ，4 一 茶 甲 酸 
流动 相 : 乙 有 睛 -0.05mol/L 磷 酸 二 氧 钟 《〈 体 积 比 =10 : 90) 
流 速 : 1.25ml/min 
检测 器 : UV (210nm) 





























1 2 2 
erm 
Or TA wl | ROS RO TBS OD 
timnm 
ESZg ”牛奶 中 三 种 糖 醇 类 甜 味 剂 的 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 阿拉 伯 醇 ，2 一 木 糖 醇 ，3 一 甘露 糖 醇 流 速 : 1.2ml/min 
色谱 柱 : Nova-PAK C18 (150mmX3.9mm) 检测 器 : UV (234nm) 




















流动 相 : 甲醇 -0.02mol/L 乙 酸 铵 缓冲 液 ，pH=6.8 温 度 : 30°C 
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I) 汽水 中 阿 斯 巴 甜 、 茶 甲酸 、 咖 啡 因 的 色谱 分 离 图 四 

| 色谱 蜂 ，1 一 茶 甲 酸 ，2 一 咖啡 因 ， 3 一 阿 斯 巴 甜 
色谱 柱 : YMC Pack Phenyl (15mmX4.6mm，5hmy) 

洗 脱 液 : 50mmolL 磷 酸 二 氧 钾 - 乙 且 - 甲 醇 〈 体 积 比 =84 : 3 : 13) 

流 速 : 1.5ml/min 

温 度 : 30C 

检测 器 : UV (214nm) 
T r 进 样 量 : 10ul 
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Hinin 
能 量 饮料 中 安 赛 密 、 糖 精 等 的 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 安 赛 蜜 ; 2 一 糖精 ;3 一 茶 甲 酸 ;， 4 一 山梨 酸 ; 5 一 咖啡 因 ; 6 一 阿 斯 巴 甜 
色谱 柱 : LiChroCART® 150-4.6 Purospher® STAR RP-18E, 5um 

流动 相 : A. 乙 有 睛 ，B. 0.02mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=5.0 

梯 ” 度 : 0min，15% A; 3min，15% A; 10min，30% A 

流 速 : 1.0ml/min 柱 温 : 30'C 

检测 器 : UV (227nm) 进 样 量 : 10hl 



































Se De 





























2 2 4 6 8 10 
FMI 
阿 斯 巴 甜 的 衍生 化 的 色谱 图 名 
色谱 峰 ，1 一 阿 斯 巴 甜 流速: 0.35ml/min 
色谱 柱 : Hypersil ODS (1l10mmX2.1mm,， 5pm) 柱 温 : 40'C 
流动 相 : A. 0.01mmol/L 乙 酸 钠 ; B. 甲醇 检测 器 : 检测 波长 260mm/40nm， 
梯 度 : Wmin 0 5 10 13 18 20 激发 波长 230nm， 





B/% 5 25 35 55 80 90 发 射 波长 445nm 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 








: 1 一 抗 坏 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 














T 让 T 
5 15 25 33 
min 


软饮料 中 上- 抗坏血酸、 糖精 等 的 色谱 分 离 图 内 








1 一 LL- 抗 坏 


酸 ，2 一 糖精 ;，3 一 咖啡 因 ，4 一 水 杨 酸 钠 








Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm) 
乙酸 -水 (体积 比 =6 : 94) 








1.0ml/min 


UV (254nm) 
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软饮料 中 抗坏血酸 、 奎 宁 等 色谱 分 离 图 内 




















7 一 山梨 酸 


Hypersil BDS C8 (25mmX4.6mm) 








酸 ;， 2 一 奎 
; 8 一 茶 甲 酸 





1 局 
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70% 20mmol/L 乙 酸 饮 缓冲 液 -30% 甲 醇 


1.5ml/min 
UV (254n 





m) 





; 3 一 咖啡 因 ; 4 一 糖精 ; 5 一 香 兰 素 ; 6 一 阿 斯 巴 甜 ; 


食品 添加剂 


517 | 


拔 |1 波 


| 518 








流 速 : 
检测 器 : 


:1 硝 哗 ，2 - 氧 二 


分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 
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饮料 中 增 香 剂 的 色谱 分 离 图 外 


: 1 一 麦芽 酚 ; 2 一 乙 基 麦芽 酚 ; 3 一 香 兰 素 
FE: Hypercarb (10mmX4.6mm, 7um) 
有 用: A. 10% 乙 有 请 ，20mmol/L EDTA; B. 50% 的 乙 膊 ，20mmol/L 的 EDTA 
;40min 内 
流 速 : 
检测 器 : 














100%A 至 100%B (线性 ) 








1.0ml/min 
UV (276nm) 
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鸡蛋 中 抗生素 的 色谱 分 离 图 四 






































只 ;7 一 氧 霉 素 ，8 一 MX- 乙 酰 代谢 物 ，9 一 3- 乙 氧 酰胺 茶 

















葵 脲 二 甲 喀 啶 醇 





EF: Spherisorb ODS-2 (25mmX4.6mm, Sum) 
上 用: A，0.02molL 乙 酸 钠 缓 冲剂 ， 
:timin 0 5 7 14 16 


19 21 


吡啶 酚 ，3 一 磺 胶 喀 啶 :4 一 




















酯 ;10 一 葵 并 噬 哗 基 ; 


pH=2.54; B. 丙烯 膊 -水 (体积 比 =60 : 40) 
26 30 33 43 55 


B/% 8 8 20 23 33 40 50 60 80 90 90 8 


1.5ml/min 
UV-DAD 


: 喃 唑 酮 ，5 一 吡 唑 啉 ;6 一 蜡 丙 硝 


11 一 双 硝 
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0 了 10 Is 20 
fimin 
抗 氧 化 剂 的 色谱 分 离 图 名 

色谱 峰 : 1 一 -没食子 酸 丙 酯 (PG)，2 一 2,4,5- 三 羟基 丁 酰 茶 类 (THBP); 3 一 叔 丁 基 对 茶 二 酚 
CTBHQ);，4 一 去 甲 二 氧 愈 创 木 酸 (NDGA); 5 一 4- 羟 甲 基 -2,6- 二 叔 丁 基 苯 酚 (HMBP); 
6 一 N- 辛 基 没 食 子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯 “GCG); 7 一 -十 二 烷 基 没食子 儿 茶 素 没食子 酸 酯 
(EGCG) 
色谱 柱 : YMC Pack PRO C18 (15mm X46mm, 5pum) 
洗 脱 液 : A. 乙 且 - 甲 醇 -3 和 乙酸 〈 体 积 比 =20 : 20 : 60); 

B. 乙 膊 -甲醇 -5% 乙 酸 (体积 比 =45 : 45 : 10) 
梯 度 : 0 一 10min,，0 一 100%B; 10min 一 20min，100%B 






















































































流 速 : 1.0ml/min 温 ， 度 : 30C 
检测 器 : UV (280nm) 进 样 : 9pl (0.05~0.6mg/ml) 
2|4 0 
1 
0 > 10 15 
WIN 


抗 氧 化 剂 的 色谱 分 离 图 名 

色谱 峰 : 1 一 去 甲 二 氧 愈 创 木 酸 (CNDGA );， 2 一 3(2)- 叔 丁 基 羟基 上 茄 香 配 (BHA ); 3 一 4 羟 甲 基 -2,6- 
- 叔 丁 基 茶 酚 (HMBP); 4 一 锋 酸 盐池 酯 (0G);， 5 一 2,6- 二 叔 丁 基 -4- 甲 基 茶 酚 ; 6 一 N- 
十 二 烷 基 酯 (DG) 

色谱 柱 : Hydrosphere C18 (50mmX4.6mm，3hmy) 

洗 脱 液 : 乙 且 - 甲 醇 -10% 乙 酸 〈 体 积 比 =35 : 35 : 30) 

流 速 : 1.0ml/min 温 度 : 30'C 

检 测 :， UV (280nm) 进 样 量 : 10pl (0.05~~0.5mg/ml) 
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Himin 


区 村 于 和 口香糖 中 抗 氧化 剂 的 色谱 分 离 图 六 
色谱 峰 : 1 一 维生素 C; 2 一 没食子 酸 丙 酯 ，3 一 三 羟基 丁 酰 茶 ; 4 一 叔 丁 基 对 茶 二 酚 ; 5 一 丁 基 羟基 
茄 香 酸 ，6 一 产 基 茉 乙酸，7 一 丁 基 产 基 甲 茶 ，8 一 酰基 -载体 蛋白 质 
色谱 柱 : BDS (10mmX4mm 3um) 
流动 相 : A. 0.15mol/L H2SOs 水 溶液 ，pH=2.4; B. 丙烯 且 
梯 度 : Wmin 0 3 4 11 
B/% 10 60 80 90 















































泗 


流 速 : 0.5ml/min 
柱 室 : 30'C 
检测 器 : UV-DAD (检测 波长 : 260nm/240nm) 








Min 


饮料 中 维生素 、 烟 酰胺 等 的 色谱 分 离 图 加 








色谱 峰 : 1 一 抗坏血酸 〈 维 生 素 C);， 2 一 盐酸 吡 哆 醇 〈 维 生 素 Be); 3 一 烟 酰胺 :4 一 泛 酰 醇 ，5 一 嚼 
啡 内 ; 6 一 黄 素 单 核 痛 酸 钠 (维生素 Bs) 

色谱 柱 : Hydrosphere C18 (150mmX4.6mm,， 5pm) 

洗 脱 液 : A. 50mmol/L KH2POs-H3PO4 (pH=3.5); 
B. 50mmol/L KHPO4-HPO4 (pH=3.5) - 乙 膊 (体积 比 =80 : 20) 

梯 度 : 0 一 20min,，0 一 60%B; 20min 一 30min，60%B 

流 速 ; 1.0ml/min 

柱 温 : 30C 

检测 器 : UV (365nm) 
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二 、 食 品 成 分 分 析 


色谱 柱 : 





梯 度 : 


流 速 : 
柱 ” 室 : 
检测 器 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 度 : 
流 速 : 






六 章 ”食品 及 





韦 芝 扣 志 物 





min 


6 香 章 提取 物 的 测定 名 
Hypersil BDS 〈10mmX4mm，3hmy) 
A. 0.15mol/L H2SO4 水 溶液 ，pH=2.4; 
B， 丙烯 且 
lmin 0 3 4 6 7 
B/% 10 40 40 80 90 
0.8ml/min 
30°C 
UV-DAD 








Mnin 


白兰 地 中 五 信子 酸 、 香 草 醋 等 的 色 
Hypersil ODS (10mmX2.1mm, Sum) 
A: 水 -5mmol/L 人 磷酸 二 氧 钠 ; B. 甲醇 
09%B 一 70%B 




















0 一 10min， 


0.8ml/min 





谱 分 离 图 加 


口 
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葡萄 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 由 

色谱 峰 : 1 一 花 青 素 ; 2 一 酒石酸 ，3 一 苹果 酸 ; 4 一 丁 二 酸 ; 5 一 乙酸 
色谱 柱 : HyperREZ XP Carbohydrate H (30mmX7.7mm) 

流动 相 : 0.005mol/L 人 硫酸 

流 速 ; 0.6ml/min 

温 度 : 65°C 

检测 器 : UV (210nm) 




















fimm 
1 1 上 1 
0.S 1 1.5 a 33 
timin 
区 可 六 了 检 汁 中 柚 皮 素 和 构 皮 素 的 色谱 分 离 图 
色谱 柱 : Hypersil BDS (125mmX4mm，5hmy) 流 速 : 0.8ml/min 
流动 相 : A. 0.15ml HSO4 水 溶液 ，pPH=2.4; 柱 温 : 40'C 
B. 丙烯 且 检测 器 : UV-DAD 
梯 度 : W/min 0 5 6 
B/% 20 20 90 20 
8 














Min 


杏 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 名 
色谱 峰 : 1 一 草酸 ;，2 一 酒石酸 ;3 一 丙酮 酸 ;，4 一 苹果 酸 ;， 5 一 乳酸 ，6 一 乙酸 ; 
7 一 柠檬 酸 ，8 一 富 马 酸 ， 9 一 琥珀 酸 
色谱 柱 : Agilent HC-C18 (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 2 多 的 甲醇 -0.01molL 磷 酸 氧 二 锐 〈 用 lmolL H3PO4 调 节 pH 值 至 2.8) 
流 速 : lmlmin 温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (210nm) 















































色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 











色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 量 : 
柱 温 : 
检测 器 : 








广 品 添加 剂 








图 16-66 








i 
Un 


tmin 


白 葡萄 酒 中 酸 和 酸根 的 色谱 分 离 图 四 
1 一 F-; 2 一 乳酸 ;3 一 CI; 4 一 PO; ; 5 一 SO3 ; 6 一 SO ; 7 一 酒石酸 ， 苹 果 酸 





Shodex WINE VH-anionG 4A (10mmX4.6mm) 
97% 5mmol/L NazCO3-NaHCO3 绥 冲 液 13% 12mmol/L 丙 酮 


0.8ml/min 
30°C 
抑制 电导 


















牛 油 有 的 GPC 挫 纯 








金枪鱼 的 GPC 拨 纯 


13 20 Wn 30 35 
tnin 


金枪鱼 肉 和 牛 脂 的 GPC 纯化 色谱 分 离 图 中 


Shodex CLNpak EV-G AC (100mmX20mm) + EV-2000 AC (300mm X20mm) 


丙酮 - 环 已 烧 《〈 体 积 比 =1 : 4) 
Sml/min 

40°C 

RI (254nm) 


色谱 村， 
梯度 : 





流 速 : 
柱 温 : 





umin 


检测 器 : 


I 食品 中 三 聚 氰 胺 的 色谱 图 馈 


Shodex Asahipak NH;P (150mm xX 2.0mm) 
5mmol/L 甲 酸 铵 〈 酸 调节 pH=3) - 乙 且 
90% B (0~10min); 20% B (10.01~20min); 
90% B (20.01~35min) 

0.2ml/min 

40°C 

ESI-MS (m/z=127.1) 
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3 [4 
S we S 
> 
| 8 

[ T T T T 

0 lo 20 0 | 20 vu 0 20 
FMIN Hm mn Pun 
(a) {by} {ce) 【中 


柱 后 衍生 法 分 析 食品 中 多 胺 的 色谱 分 离 图 四 


品 : (a) 标准 品 ; (b) 酱油 ;〈c) 味精 ; (d) 纳 豆 
色谱 峰 : 1 一 组 胺 ; 2 一 二 乙烯 三 胺 ;3 一 栈 胺 《TYM); 4 一 1,3- 丙 二 胺 (DAP); 5 一 腐 胺 (Put); 























6 一 亚 精 胺 (Spd); 7 一 精 胺 (Spm); 8 一 性 胺 (CAD) 
色谱 柱 : Shodex Asahipak ODP-50 4D (150mmX4.6mm) 














流动 相 : 50mmolL 硼 酸 盐 缓冲 液 (pH=9.9) - 乙 且 (体积 比 =77 : 23)， 含 有 2mmolL 邻 茶 二 甲醛 -V- 





乙酰 -L- 半 胱 氨 酸 
流 速 : 0.5ml/min 
E 温 : 40C 











检测 器 : FLD (he 330nm，Aem 430nm) 








UYi210nm) mo—|176 
(-EST) IRGANOXDINLO 
术 检 测 尖 
¥ 
r,s A \ ry ea i ep 
3 2 4 6 8 0 1 和 人 区 和 LT 二 位 "由 
mmin mmin 
(a) tb) 
区 加 3 高 分 子 聚合 物 中 添加 剂 的 色谱 分 离 图 加 


样品 : 〈a) 高 分 子 聚 合 物 ; (pb) 
色谱 柱 : Shodex GPC kf-402hq 
流动 相 : 四 和 氧 呈 喃 
流 速 : 0.3ml/min 
柱 温 : 40C 
检测 器 : UV (210nm) 








添加 剂 标准 图 
(250mm X4.6mm) X2 
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IRGANOX®1I010 





IRGANOX 家 1076 









1RGAHOS 氏 168 








人 一 一 1 


0 5 于 8 
min 


聚 茶 乙 烯 中 各 种 高 分 子 添加 物 的 LC-MS 色谱 分 离 图 四 


色谱 柱 : Shodex GPC kf-402hq (250mmX4.6mm) X2 
流动 相 : 四 氧 叶 喃 
柱 温 : 40'C 
流 速 : 0.3ml/min 
检测 器 : UV (210nm) 
OH NH,; 
N “SN 4.56 7.62 TS 


| 
i 


nyc 128>42 
(ESDN 











IbN 个 wsNi 


miz 127>85 
(FES) 





tmin 


色谱 柱 : ZIC@-HILIC (150mmX2.1Imm，5hm)，200A 
流动 相 : A. 95% 乙 且 -0.1% 甲 酸 水 溶液 ; 
B. 50% 乙 有 睛 -20mmol/L 乙 酸 铁 
梯 度 : 0 一 4.2min，100%B; 
4.2min 一 10min，100%B 一 0%B 


























分 离 食 品 污染 物 中 的 氰 尿酸 和 三 聚 氰 胺 色谱 分 离 图 外 


流 速 : 0.4ml/min 

器 : MS/MS, -ESI 和 +ESI 
温 度 : 30C 
进 样 量 : 30'C 
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timin 
饮料 中 糖 、 甘 油 和 乙醇 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 蔗糖 :2 一 葡萄 糖 ，3 一 果糖 ，4 一 甘油 ，5 一 乙醇 
色谱 柱 : Waters Sugar-Pak-1 钙 型 阳离子 交换 柱 (300mmX6.5mm); 

Waters Sep-Pak-C18 固 相 茜 取 小 柱 ; 

Sep-Pak Alhmin Cartridges 保 护 柱 
流动 相 : 0.05g/L EDTA 钙 钠 水 溶液 
流 速 : 0.5ml/min 
温 度 : 85°C 



































Da | 
tn 


15 20 
um 
白 葡萄 酒 中 酸味 剂 的 分 析 色 谱 图 站 
色谱 峰 : 1 一 草酸 ; 2 一 柠 榜 酸 ;，3 一 酒石酸 ;，4 一 苹果 酸 ，5 一 人 硫 三 氧化 三 砷 ;6 一 琥珀 酸 ; 
7 一 乳酸 ; 8 一 两 三 醇 ; 9 - 甘 醇 ，10 一 乙酸 ;11 醇 ，12 一 乙醇 
色谱 柱 : Bio Rad HPX87-H (30mmX7.8mm，9hmy) 
流动 相 : 0.0035mol/L HSO4 
流 速 : 0.6ml/min 
温 : 65'C 
进 样 量 : 10hl 
检测 器 : UV-VWD (192nm 或 210nm) 
葡 敬 嵩 
果糖 


< 
Bel 
































行 税 酸 





2) 1 10 43 30 
tmin 


伏特 加 中 柠檬 酸 的 色谱 分 离 图 名 


流动 相 : 0.007molL H2SO4 检测 器 : UV-DAD 





检测 器 : 





色谱 柱 : 
梯 ” 度 : 


流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


: 1 一 茶 酚 ;2 一 愈 创 木 酚 ; 3 一 间 
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[ T T 


a 10 20 
Wmin 


威士忌 中 酷 类 化 合 物 的 色谱 分 离 图 外 









































酚 ; 4 一 对 
条 酚 ; 9 一 4- 乙 基 愈 创 木 酚 ; 




















基 茶 酚 ; 8 一 3,5- 二 








FE: Hypercarb (10mmX4.6mm, 7um) 
目 : 乙酸 - 乙 有 睛 “体积 比 =20 : 80) 


1.0ml/min 
UV (280nm) 


酚 ; 5 一 邻 


酚 ; 6 一 4- 乙 基 茶 酚 ; 
11 一 内 标 





10 一 丁香 酚 ; 








£3 
[| 
>| 


pnlin 


乙酸 、 琥 珀 酸 等 的 色谱 分 离 图 四 


: 1 一 乙酸 (2.4min); 2 一 琥珀 酸 〈3.9min ); 3 一 村 





5 一 柠檬 酸 (8.9min); (*) 一 标准 中 的 杂质 
SeQuant®ZIC®-cHILIC (150mmX2.1mm, Sum 


果 酸 (5.5min); 4 一 酒石酸 (6.0min ); 


)，25mmol/L 乙 酸 匀 (pH=6.8) 





A. 75 : 25 的 磷酸 钾 缓 冲 液 (pH=6.0); B. 乙 
tmin 0 2.4 3.9 5.5 6.0 8.9 

B/% 0 5 15 50 75 100 
0.3ml/min 

30C 

UV (200nm) 


去 
月 
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检测 器 : 
0 $ 10 15 
站 mim 


色谱 峰 :; 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 














er es“ ed 
3 10 13 20 253 


A 





[Ww] 














rnin 


检测 器 ; 


EF: Shodex rspak kc-lg(50mmX8.0mm)+kc-811 


[ES 软饮料 中 糖 和 酸 的 色谱 分 离 图 
: 1 一 水 苏 糖 ，2 一 棉 子 糖 ，3 一 花 糖 ，4 一 柠 样 酸 ，5 一 葡萄 


糖 ; 6 一 果糖 ;7 一 丁 二 酸 


F: Shodex SUGAR sh1011 (300mm xX 8.0mm) 
用: 3mmol/L 高 氧 酸 水 溶液 

: 1.0ml/min 

: 15°C 


RI 


各 种 酸 的 色谱 分 离 图 加 


1 一 阴离子 (CI) 的 化 合 物 ，2 一 草酸 ;3 一 柠檬 酸 ，4 一 酒 
石 酸 ，5 一 磷酸 ，6 一 苹果 酸 ;， 7 一 a- 酮 戊 二 酸 ; 8 一 丙 二 
酸 ，9% 一 丙酮 酸 ，10 一 丁 二 酸 ，11 一 乳酸 ，12 一 延 胡 索 酸 ; 
13 一 乙酸 ，14 一 焦 谷 氨 酸 

Shode rspak kc-811 (300mmX 8.0mm) Xx2 
50mmol/L 高 氧 酸 水 溶液 

1.0ml/min 

50°C 

RI 


1 区 村 于 四 日 本 酒 中 酸 的 色谱 分 离 图 中 
谱 峰 ，1 一 磷酸 等 ，2 一 柠檬 酸 ，3 一 丙酮 酸 ，4 一 侠 果 酸 ，5 一 丁 


- 酸 ，6 一 乳酸 ; 7 一 延 胡 索 酸 ; 8 一 乙酸 ;9 一 焦 谷 氨 酸 





(300mm X 8.0mm) X2 


用 : 4.8mmol/L 高 氧 酸 水 溶液 
速 : 1.0ml/min 

温 : 63'C 

1 Ps 检测 器 : 


UV (430nm) 
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沸 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 柠檬 酸 ， 2 一 酒石酸 ，3 一 苹果 酸 ，4 一 丁 二 酸 ， 5 一 乙酸 
色谱 柱 : Shodex rspak kc-lg(50mmX 8.0mm)+ kc-811(300mmX 8.0mm) X2 
流动 相 : 3mmol/L 高 氧 酸 水 溶液 

本 流 速 ; 1.0ml/min 

iH 4 柱 温 : 50C 

T 检测 器 : UV (430nm) 

















0 5 10 15 20 25 


酱油 中 酸 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 磷酸 ， 2 一 柠檬 酸 ;， 3 一 丙酮 酸 ;， 4 一 苹果 酸 ， 5 一 丁 二 酸 ; 
6 一 乳酸 ; 7 酸 ; 8 一 乙酸 ;，9 一 焦 谷 氨 酸 

色谱 柱 : Shodex rspak kc-lg(50mmX 8.0mm)+kc-811(300mm X 8.0mm) X 2 

流动 相 : 4.8mmol/L 高 氧 酸 水 溶液 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 50C 

检测 器 : UV (430nm) 
































1 15 20 25 30 
tnin 























Hmm i 
(a) ib) 
白 葡萄 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 中 
样品 : (a) 高 级 葡萄 酒 : (b) 佐餐 葡萄 酒 
色谱 峰 ，1 一 柠 橡 酸 ，2 一 酒石酸 ，3 一 昔 果 酸 ，4 一 丁 二 酸 ，5 一 乳酸 ，6 一 延 胡 索 酸 ，7 一 乙酸 ; 
8 一 焦 谷 氨 酸 
色谱 柱 : Shodex rspak kc-lg (50mmX8.0mm) +kc-811 (300mmX8.0mm) X2 
流动 相 : 3mmol/L 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 45'C 
检测 器 : UV (430nm) 
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1 


























- 
[| 
pa | 
村 
nn 
人 
be | 
2%1 


mm 


有 机 酸 色谱 分 离 图 口 
色谱 峰 : 1 一 乙 醛 酸 ，2 一 酒石酸 ，3 一 苹果 酸 ，4 一 乳酸 ， 5 一 两 二 酸 ， 6 一 乙酸 ;7 一 丁 二 酸 ; 
8 一 乙酰 丙 酸 ，9% 一 丙 酸 
色谱 柱 : Shodex rspak de-413 (140mmX4.6mm) 
流动 相 ，10mmolL 磷 酸 水 溶液 
流 速 ; 1.0ml/min 
检测 器 : RI 
柱 温 : 50C 





























1 11 
1- 下 
9 
人 
oe 8 J 
T T 
1n 1s 20 25 30 
fimin 


啤酒 中 酸 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 磷酸 ，2 一 柠檬 酸 ，3 一 丙酮 酸 ，4 一 葡萄 糖 酸 ，5 一 苹果 酸 ，6 一 丁 二 酸 ，7 一 乳酸 ; 
8 一 延 胡 索 酸 ; 9 一 乙酸 ;10 一 焦 谷 氨 酸 ; 11 一 碳酸 
色谱 柱 : Shodex rspak kc-lg(50mm X 8.0mm)+kc-811(300mm X 8.0mm) X2 
流动 相 : 4.8mmol/L 高 氧 酸 水 溶液 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (430nm) 
柱 温 : 63C 











色谱 柱 : 


流 量 : 
检测 器 : 
柱 温 : 








检测 器 : 


缓冲 液 : 0.75mmol/L 对 氨基 茶 


7 一 草酸 ; 


Shodex IC i-524a (100mmX 4.6mm) 
-甲酸 +1.38mmol/L 3- 凑 


1.Smmol/E 令 元 


1.2ml/min 


非 抑 制 型 














"| 





0 


口 /4 
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口 





啤酒 


8 一 柠檬 酸 ，9 一 SO 























40C 


电导 





15 20 2 
fmMmm 
中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 四 


: 1 一 乙酸 ; 2 一 HsPO*, 丁 二 酸 , 焦 谷 氨 酸 ; 3 一 乳酸 , 丙酮 酸 ; 4 一 CL; 5 一 苹果 酸 ; 6 一 NO -; 





























四 
加 


烷 +300mmol/EL 硼 酸 














8 一 丙酮 酸 


工作 压力 : 30kV 


啤酒 


fimin 


中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 站 








色谱 峰 : 1 一 氧化 物 ;，2 一 硫酸 ，3 一 草酸 ; 4 














酸 ，5 一 苹果 酸 ，6 一 柠檬 酸 ，7 一 琥珀 酸 ; 








; 9 一 乙酸 ，10 一 磷酸 盐 








;11 一 磷酸 ， 12 一 焦 谷 氨 酸 


1. Crystal 310 CZE; 2.UV (254nm) 


离子 表面 活性 剂 : 0 





毛细 管 村 


Es 长 48cm; 
































.12mmol/L 十 四 烷 基 三 
内 径 50 hm 











备 注 : CZE 是 指 毛 细 管 区 带电 泳 


酸 (pH=5.75) 


基 澳 化 铵 (TTAB) 
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tmin 


蜂 密 中 有 机 酸 的 毛细 管 色谱 分 离 图 外 




















色谱 峰 : 1 一 草酸 ; 2 酸 ; 3 一 酒石酸 ; 4 一 苹果 酸 ; 5 一 焉 珀 酸 ; 6 一 马 来 酸 ; 7 一 成 二 
8 一 丙酮 酸 ; 9 一 乙酸 ; 10 一 乳酸 ; 11 一 丁 酸 ;12 一 山梨 酸 ; 13 一 柠 榜 酸 ，14 一 茶 
15 一 抗坏血酸 ; 16 一 葡萄 糖 酸 

工作 压力 : -25kV 

检测 器 : UV (185nm) 

载体 电解 质 ， 磷 酸 盐 缓冲 液 (7.5mmol/L NaH2PO4 +2.5mmol/L Na2HPO4 )， 

2.5mmol/L TTAOH, 0.24mmol/L Ca 六 
毛细 管 柱 : 长 60cm， 内 径 75pm，pH=6.4 
柱 温 : 25°C 

































































Le 


牛奶 中 无 机 酸根 的 色谱 分 离 图 四 








色谱 柱 : Shodex IC i-524a (100mmX4.6mm) 
































10% 甲 醇 


1 .a 流 ” 量 : 1.2ml/min 
检测 器 : 非 抑 制 型 电导 


柱 温 : 40'C 



































5 IO 15 20 
Mnin 
3 
有 机 酸 的 色谱 分 离 图 四 
6 色谱 峰 ，1 一 乙醇 酸 ，2 一 苹果 酸 ; 3 一 柠 榜 酸 ;4 一 丙 二 酸 ; 
| 5 一 富 马 酸 ; 6 一 马 来 酸 
| 色谱 柱 : HyPURITY™MADVANCE (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 20mmolL 磷酸 二 氧 钾 水 溶液 ，pPH=2.8 
流 速 : 0.7ml/min 
温 度 : 25C 
f T T T 1 检 测 : UV (210nm) 
2 5 人 15 20 


色谱 峰 : 1 一 HCO”; 2 一 Cl ，3 一 NO3 ，4 一 HPO4 一 


流动 相 : 1.5mmol/L 对 羟基 茶 甲 酸 -1.7mmolL N,N- 二 乙 基 乙醇 胺 
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有 机 酸 的 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 苹果 酸 ; 2 一 乳酸 ，3 一 乙酸 ; 
4 一 柠檬 酸 ，5 一 琥珀 酸 ;6 一 富 马 酸 

色谱 柱 : AQUASIL C18 (250mmX4.6mm， 
Sum) 

流动 相 ，50mmol/ 世 的 磷酸 二 氧 钾 - 磷 酸 组 
冲 液 +1% 乙 膊 ，pH=2.5 


1.6ml/min 











六 明 
流 量 : 


检测 器 : UV (210nm) 


有 机 酸 的 色谱 分 离 图 站 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
洗 脱 液 : 
温 度 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 

















1 一 乙醇 酸 ; 2 一 L- 苹 果 酸 ; 3 一 丙 二 酸 ; 4 一 乳酸 ; 
5 一 乙酸 ;6 一 马 来 酸 ;7 一 村 榜 酸 ;，8 一 富 马 酸 ; 
9 一 政 珀 酸 ; 10 一 丙 酸 

YMC-Pack ODS-AQ (25mmX4.6mm, Sum) 
20mmol/L H3PO4-NaH2POs 缓 冲 液 ，pH=2.8 
0.7ml/min 

30°C 

UV (220nm) 

10pl (0.007~1.8mg/ml) 








[ESR 同 谷 氨 酸 与 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 由 
色谱 峰 : 1 一 谷 氮 酸 ; 2 一 乙醇 酸 ; 3 一 苹果 酸 ; 4 一 柠檬 酸 ; 








5 一 富 马 酸 


FE: Hypersil 100 C18 (100mmX4.6mm) 














醇 -0.2mol/L 磷 酸 ( 体 积 比 =50 : 50) 








: 1.0ml/min 
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ENm 
谷 氨 酸 与 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 谷 氨 酸 ; 2 一 乙醇 酸 ;，3 一 苹果 酸 ; 4 一 柠 榜 酸 ;5 一 丁 二 酸 ; 6 一 富 马 酸 
色谱 柱 : Hypersil BDS C8 (25mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 0.2mol/L 人 磷酸 -甲醇 (体积 比 =90 : 10) 
流 速 : 0.8ml/min 
检测 器 : UV (254nm) 





























Emin 

淀粉 类 食品 中 姜黄 色素 类 化 合 物 的 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 双 去 甲 基 姜 黄 素 ; 2 一 去 甲 基 姜 黄 素 ; 3 一 姜黄 素 
色谱 柱 : YMC Carotenoid 色谱 柱 (250mmX4. 6mm，5S5hmy) 
流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =90 : 10) 
流 速 ; lmlmin 
温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (430nm) 
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淀粉 类 食品 中 叶 黄 素 和 类 胡萝卜 素 的 色谱 分 离 图 六 
色谱 峰 : 1 一 叶 黄 素 ; 2 一 B- 胡 萝卜 素 
色谱 柱 : YMC Carotenoid 色谱 柱 (250mmX4.6mm，5pm) 
流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =90 : 10) 
流 速 : 1ml/min 
温 度 : 30°C 
检测 器 : UV (450nm) 
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Mn tmIn 


( 吉 {b) 
香 芹 酮 (a ) 和 乙酸 苏 合 香 酯 ( b ) 的 拆 分 色谱 图 回 


t: 手 性 柱 Chiralpak AS-H (4.6mmX250mm,，5pm) 柱 温 : 30TC 
: 正己 烧 - 异 两 醇 (体积 比 =95 : 5) 


: 1.0ml/min 


检测 器 : UV (240nm) 


尼 泊 人 金 酯 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 尼 泊 金 甲 酯 ，2 一 尼 泊 金 乙 酯 ，3 一 尼 泊 金 丙 酯 ; 
4 一 尼 泊 金 丁 酯 

色谱 柱 : HyPURITYTMADVANCE (150mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 水 -甲醇 (体积 比 =45 : 55) 

流 速 : 1ml/min 


| 温 度 : 25%C 






























































令 ” 测 : UV (254nm) 
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三 、 糖 分 离 
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| 











mn 


麦芽 糖 、 葡 萄 糖 等 的 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 麦芽 三 糖 ，2 一 麦芽 糖 ，3 一 葡 菊 糖 ，4 一 丁 二 酸 ; 
5 一 乳酸 ;，6 一 甘油 ; 7 一 乙酸 ;，8 一 乙醇 

色谱 柱 : HyperREZ XP 的 有 机 酸 (10mmX7.7mm) 

流动 相 : 0.001mol/L 硫 酸 

流 速 : 0.7ml/min 

温 度 : 57°C 

检测 器 : RI 








Hnin 
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糖 醇 的 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 季 戊 四 醇 ，2 一 赤 玲 糖 醇 ，3 一 核糖 ，4 一 阿拉 伯 糖 醇 ; 
5 一 甘露 醇 ，6 一 木 糖 醇 ，7 一 半 乳 糖 醇 ，8 一 山梨 糖 醇 
HyperREZ XP 糖 (25mmX4.0mm) 

: 10% 乙 且 水 溶液 

0.3ml/min 

60°C 

: RI 
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内 3 10 Is 20 
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氧 杂 环 糖果 类 产品 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 DHHM; 2 一 叶 喃 酮 ，3 基 环 戊 烯 醇 酮 ; 
3 4 一 羟 甲 基 糠 醛 ，5 一 广 香 保 心 丸 ;6 一 麦芽 酚 
色谱 柱 : Hypercarb (10mmX4.6mm，7hm) 

流动 相 : A. 高 氧 酸 水 溶液 ，pH=1.0; B. 乙 且 

流 速 ; 1.0ml/min 


一 







































































本 T T T T T 1 检测 器 : UV (280nm) 
已 2 4 6 % 1 12 
min 
p 
1 
甜菊 糖 和 莱 鲍 迪 背 A 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 甜菊 糖 ， 2 一 莱 鲍 迪 苷 A 
色谱 柱 : YMC Pack ODS-AQ (15mmX6.0mm，5S5hmy) 
洗 脱 剂 : 乙 膊 -水 (体积 比 =35 : 65) 
流 速 : 0.5ml/min 
温 度 : 30'C 
检测 器 : UV (205nm) 
RE 进 样 : 741 
站 5 10 15 321) 





fmm 
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低 聚 糖 的 色谱 分 离 图 名 

色谱 峰 : 1 一 Frufp2 一 1Fruff62 一 1aGlu (1- 蔗 果 三 糖 ); 
2 2 一 Frufp2 一 [1Fruf62]2 一 1cGlu 〈 蔗 果 四 糖 ) 
色谱 柱 : YMC-Pack Polyamine I (25mmX4.6mm) 

洗 脱 液 : 乙 有 睛 -水 《体积 比 =70 : 30) 

流 速 : 1.0ml/min 

温 度 : 室温 (26°C) 














检 测 : RI 
AR | 进 样 量 ，20hl (4.0mg/ml) 
2 10 20 230 40 


Pnmin 


三 氯 蔗糖 的 色谱 分 离 图 吕 

色谱 峰 :，] 一 蔗 糙 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 果糖 ，4 一 示人 玖 糖 醇 ; 
5 一 三 氧 蔗糖 

色谱 柱 : Shodex SUGAR sp0810 (300mmX 8.0mm) 

流动 相 : HO 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 80'C 

检测 器 : RI 
































ts 
nin 
| OH ALL OH 
f 
SS 1 一 一 
> i 7 Vou 
lIO~ wo/ f Ny 
OH 
OU 
六 区 WB 葡萄糖 、 半 乳糖 和 乳糖 的 色谱 分 离 图 外 
2 色谱 峰 : 1 一 葡萄 糖 / 半 乳糖 ;2 一 乳糖 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (5hm，200A) PEEK 
(10mmX2.1mmy) 
流动 相 : 乙 且 (1% 的 氨水 ) 
| 流 速 ; 0.35ml/min 
柱 温 : 55'C 
i 一 一 一 检测 器 : UV (254nm) 
1 2 4 
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4 6 Wr 
EMIN 
糖色 谱 分 离 图 外 
分 离 峰 :1 一 鼠 李 糖 ; 2 一 核糖 ，3 一 木 糖 ，4 一 阿拉 伯 糖 :5 一 果糖 ;6 一 葡萄 糖 ， 7 一 蔗糖 ; 
8 一 麦芽 糖 ; 9 一 乳糖 

色谱 柱 : Hypersil APS (210mmX3.0mm) 
流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =80 : 20) 
流 速 : 0.5ml/min 
检测 器 : RI 
















H C—O0 
HoO—C—H 
HE 
I OF 
1 d OL 


d 


hol 











1 1 1 1 
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Hmm 

D- 甘 露 糖 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : D- 甘 露 糖 
色谱 柱 : SeQuant@ ZIC@-HILIC (3hm，100A) PEEK (15mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 有 睛 -乙酸 贸 缓 冲 液 〈 体 积 比 =20 : 80) 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (220nm) 
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己 酮 糖色 谱 分 离 图 中 


色谱 峰 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





: 1 一 山梨 糖 ; 2 一 果糖 ，3 一 塔 格 糖 ; 4 一 阿 洛 酮 糖 


Shodex SUGAR sp0810 (300mm Xx 8.0mm) 
HO 

1.0ml/min 

80°C 

RI 


松 二 糖色 谱 分 离 图 四 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 








1 一 果糖 ;2 一 葡萄 糖 ，3 一 茂 糖 ;4 一 松 二 糖 ; 
5 一 乳糖 

Shodex SUGAR sz5532 (150mm xX 6.0mm) 
乙 膊 -水 体积 比 =80 : 20) 

0.6ml/min 

RI 

60°C 


棉 子 糖 合成 相关 糖 的 色谱 分 离 图 加 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 





1 一 棉 子 糖 ，2 一 莽 糖 ，3 一 半 乳 糖苷 ，4 一 半 乳 糖 ; 
5 一 肌 醇 

Shodex SUGAR scl011 (300mm xX 8.0mm) 

HO 

1.0ml/min 

RI 

80°C 
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I 1 1 I 
0 5 10 13 20 ps 


AN- 乙 酰 -D- 所 基 葡 萄 糖 和 人 N- 二 乙酰 基 壳 二 糖 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 W- 乙 酰 -D- 氨 基 葡 萄 糖 ，2 一 NW- 二 乙酰 基 壳 二 糖 
色谱 柱 : Shodex AFpak AWG-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 : 1.15mmol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 -0.153mmolL 氧 化 钠 (pH=7.4) 





量 : 0.5ml/min 
柱 温 : 室温 
检测 器 : UV (280nm) 























1,2 
( 
3 

4 57 
一 一 一 T 一 一 

D 4 8 12 

Amm zimm 
l(a) {b) 


单 糖 的 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : 1 一 鼠 李 糖 ;2 一 岩 藻 糖 ， 3 一 木 糖 ;4 一 阿拉 伯 糖 ;5 一 甘露 糖 ; 6 一 葡萄 糖 ; 7 一 半 乳 糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : (a) 磷酸 -水 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =1.: 19 : 80); (b) 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =80 : 20) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : (a) 50'%C; (b) 30C 
检测 器 : RI 
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中 10 20 
tiimin 


单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 茂 糖 ，4 一 乳糖 ，5 一 麦芽 糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =75 : 25) 
柱 温 : 30C 
流 速 :; 0.6ml/min 
检测 器 : RI 


wp 
3 





























3 MG 30 
Emin 
单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 蔗糖 ;4 芽 糖 ，5 一 乳糖 
色谱 柱 : YMC-PACK polyamine II (25mmX4.6mm) 
洗 脱 剂 : 乙 且 - 水 (体积 比 =75 : 25) 
温 度 : 26'C 
进 样 量 : 5 器 
流 速 ; 1.0ml/min 
仿 ” 测 : RI 
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min 

单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 站 
色谱 峰 :，1 一 芽 糖 ，2 一 乳糖 ，3 一 葡萄 糖 ，4 一 乳 果糖 ，5 一 半 乳 糖 ，6 一 果糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : H2zO 
流 量 : 0.5ml/min 
柱 温 : 80C 
检测 器 : RI 


























10 1 20 25 30 


ud 


单 糖 、 二 糖 、 三 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 木 糖 ;2 一 果糖 ，3 一 葡萄 糖 ，4 一 半 乳 糖 ，5 一 莽 糖 ，6 一 麦芽 糖 ，7 一 乳糖 ; 
8 一 蜜 二 糖 ; 9 一 麦芽 三 糖 ; 10 一 棉 子 糖 
色谱 柱 : Shodex rspak dc-613 (150mmX 6.0mm) 
流动 相 ; 乙 膊 -水 (体积 比 =75 : 25) 
流 速 ; 1.5ml/min 
柱 温 : 70TC 
检测 器 : RI 
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0 10 加 an 
Emin 

单 糖 、 二 糖 、 三 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 鼠 李 糖 ，2 一 果糖 ，3 一 葡萄 糖 ，4 一 其 糖 ，5 一 麦芽 糖 ，6 一 棉 子 糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 ， 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =75 : 25) 
流 速 ; 1.0ml/min 
柱 温 : 30'C 
检测 器 : RI 
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2 
二， 1 1 1 1 1 1 1 1 
站 5 10 1s 20 0 5 10 15 20 

min EMIn 

(a) (b) 

加 和 ”NH2P-40 3E 和 常规 品 ( NH2P-50 4E ) 的 比较 色谱 图 名 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ;2 一 葡萄 糖 ，3 一 蔗糖 流 量 : 0.35ml/min 
色谱 柱 : (a) Shodex Asahipak NH2P-40 3E (250mmX3.0mm ); 柱 温 : 25°C 

(b) Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX 4.6mm) 检测 器 : RI 


流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =75 : 25) 
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din 


麦芽 糖 和 异 麦 芽 糖 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 葡萄 糖 ，2 一 麦芽 糖 ， 3 一 异 麦 芽 糖 ! 4 一 麦芽 三 糖 
色谱 柱 : Shodex SUGAR sz5532 (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =75 : 25) 
流 量 : 0.9ml/min 
检测 器 : RI 
柱 温 : 60C 
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朝 糖 的 色谱 分 离 图 器 
色谱 峰 ，1 一 葡 聚 糖 ，2 一 水 苏 糖 ，3 一 棉 子 糖 ，4 一 蜜 二 糖 ，5 一 葡萄 糖 ，6 一 半 乳 糖 ，7 一 阿拉 伯 糖 
色谱 柱 : Shodex SUGAR scl011 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : HO 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : RI 
柱 温 : 80C 
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1 
4 
3 糖 和 和牛 磺 酸 、 肌 醇 色 谱 分 离 图 外 
2 色谱 峰 : 1 一 蕊 糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 果糖 ， 4 一 牛 磺 酸 ，5 一 肌 醇 
色谱 柱 : Shodex SUGAR scl211 (250mmX 6.0mm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 《体积 比 =80 : 20) 
流 速 : 0.6ml/min 
es 柱 温 : 70C 
1 中 检测 器 : RI 
0) 5 10 15 20 


mm 


牛奶 咖啡 中 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 和 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ! 2 一 葡萄 糖 ，3 一 蕊 糖 ，4 一 乳糖 

色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 水 - 乙 膊 (体积 比 =25 : 75) 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 室温 (25°C) 























让 村 1 15 0 
EMmM 


牛奶 中 糖 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 半 乳 糖 ，4 一 蔗糖 ; 
色谱 柱 : 大 连 依 利 特 Hypersil NH2 柱 〈250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =75 : 25) 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 75YC 








酸奶 中 糖 的 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 茂 糖 ，2 一 乳糖 ，3 一 和 葡萄糖， 4 一 半 乳 糖 
色谱 柱 : Shodex SUGAR sp0810 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : HO 

流 速 ; 0.6ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 85'C 
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inin 


a 


拔 ||1 波 


| 546 


分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 








色谱 峰 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 














| 


[ 
3 20 


min 
区 于 EB 果汁 中 糖 的 色谱 分 离 图 内 
1 一 蔗糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 果糖 
HyperREZ XP 的 碳水 化 合 物 钙 〈30mmX7.7mm) 





























水 
0.6ml/min 
85°C 
RI 
Y 
T T 1 [ 
n 2 4 b 8 0 0 3 1 
nnn imin 
(a) hh) 
区 可 于 EE 果汁 中 糖 的 色谱 分 离 图 记 
(a) 1 一 木 糖 ，2 一 果糖 ，3 一 葡萄 糖 ，4 一 蔗糖 ，5 一 麦芽 糖 ; 











(b) 1 一 果糖 ， 2 一 葡萄 糖 ;， 3 一 蔗糖 
Hypersil APS (10mmX3.0mm) 
乙 膊 -水 “体积 比 =80 : 20) 

Ca) 0.5ml/min; (b) 0.4ml/min 

(a) 25°C; (b) 30C 

RI 











第 十 六 章 “食品 及 食品 添加 剂 547 | 


苹果 汁 中 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 莽 糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 果糖 ， 4 一 山梨 糖 醇 
色谱 柱 : Shodex SUGAR scl011 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : H2O 

流 速 ; 0.6ml/min 

柱 温 : 85C 

仿 测 器 : RI 











Aminm 


软饮料 中 糖 和 酸 的 色谱 分 离 图 四 

色谱 峰 : 1 一 水 苏 糖 ，2 一 棉 子 糖 ，3 一 莽 糖 ，4 一 柠檬 酸 ; 
5 一 葡萄 糖 ，6 一 果糖 ，7 一 丁 二 酸 

色谱 柱 : Shodex SUGAR sh1011 (300mmX 8.0mm) 

流动 相 : 3mmolL 高 氧 酸 水 溶液 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 15%C 














5 1 15 
Finin 


果冻 中 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 莽 糖 
3 色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 水 - 乙 膊 (体积 比 =25 : 75) 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : RI 


r + + ! 柱 温 : 室温 (25'C) 
上 5 Nn 1 这 20) 
rnin 
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烤 红薯 中 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 果糖 :2 一 葡萄 糖 ，3 一 蔗糖 ，4 一 麦芽 糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH?P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 水 - 乙 有 睛 《体积 比 =25 : 75) 

流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 室温 (25YC ) 




















15 20 


) 5 INn 


巧克力 蛋糕 中 糖 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 蔗糖 ，4 芽 糖 ，5 一 乳糖 
色谱 柱 : Shodex SUGAR sz5532 (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =75 : 25) 

1 流 速 : 0.6ml/min 

人 WW 人 柱 温 : 60C 


1 检测 器 : RI 
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巧克力 蛋糕 中 糖 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 山梨 糖 醇 ，3 一 葡萄 糖 ，4 一 蔗糖 ，5 一 乳 
糖 ， 6 一 麦芽 糖 

色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 

流动 相 ; 乙 膊 -水 (体积 比 =75 : 25) 

流 速 ; 1.0ml/min 

柱 温 : 室温 (25YC ) 

检测 器 : RI 

















1 
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澳 斯 特 辣 酱油 中 糖 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 阴离子 多 糖 ，2 一 多 糖 ，3 一 蔗糖 ;4 一 葡萄 糖 ; 
5 一 果糖 

色谱 柱 : Shodex SUGAR ks-801 (300mmX 8.0mm) 

流动 相 : H20 

流 量 : 0.7ml/min 


检测 器 : RI 





























= r 一 一 柱 温 : 80C 
0 5 10 13 
tmin 
1 
4 
3 
5 
区 和 kK 和 普 鲁 兰 多 糖 、 棉 子 糖 、 芯 糖 等 的 色谱 
分 离 图 中 
2 色谱 峰 : 1 一 普 鲁 兰 多 糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 棉 子 糖 ; 
4 一 蔗糖 ; 5 一 果糖 ; 6 一 乙醇 
色谱 柱 : Shodex SUGAR ks-802 + ks-801 (300mm X 8.0mm) 
流动 相 : HO 
流 速 : 0.5ml/min 
柱 温 : 85C 
.A a Re eC LS 检测 器 : RI 
a 4 6 8 i 12 
min 


糖 、 有 机 酸 和 醇 的 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 麦芽 三 糖 ，2 一 麦芽 糖 ;3 一 葡萄 糖 ，4 一 丁 二 
酸 ;， 5 一 乳酸 ;6 一 甘油 ; 7 一 乙酸 ，8 一 乙醇 
色谱 柱 : Shodex SUGAR sh1011 (300mm xX 8.0mm) 

流动 相 : Smmol/L 高 氯 酸 水 溶液 
流 速 : 0.6ml/min 

柱 温 : 60C 

检测 器 : RI 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 








流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 











tmin 


糖 和 糠 醛 类 色谱 分 离 图 外 

















1 一 苦 糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 果糖 ，4 一 5- 羟 甲 基 糠 醛 ，5 一 糠 醛 





























Shodex SUGAR ks-801 (300mm XxX 8.0mm) 
H2O 
1.0ml/min 
80°C 
RI 
1 3 
3 > 站 1s 20 25 3 
Hmin 
钠 盐 环境 下 的 糖色 谱 分 离 图 加 
1 一 木 糖 ，2 一 莽 糖 ，3 一 纤维 二 糖 ，4 一 乳糖 
Shodex rspak dc-613 (150mm xX 6.0mm) 
(a) 1% 氧 化 钠 水 溶液 - 乙 有 睛 《体积 比 =50 : 50); 
(b) 1% 硫 酸 水 溶液 - 乙 膊 (体积 比 =50 : 50); 
(c) 乙 有 哺 -水 “体积 比 =50 : 50) 
0.8ml/min 
50°C 
RI 
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离子 溶液 中 的 糖色 谱 分 离 图 四 
色谱 峰 :， 1 一 木 糖 ， 2 一 蔗糖 ，3 一 纤维 二 糖 ，4 一 乳糖 
色谱 柱 : Shodex rspak dc-613 (150mmX6.0mm) 
流动 相 ; 乙 膊 -水 (体积 比 =70 : 30) 

流 ” 速 : 0.8ml/min 

柱 温 : 50C 

检测 器 : RI 




















snin 


来 源 于 木材 的 糖 的 色谱 分 离 图 四 

色谱 峰 :，1 一 纤维 二 糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 木 糖 ， 4 一半 乳糖 ; 
5 一 阿拉 伯 糖 ，6 一 甘露 糖 

色谱 柱 : Shodex SUGAR sp0810 (300mm xX 8.0mm) 

流动 相 : HO 

流 速 : 0.6ml/min 

柱 温 : 85C 

检测 器 : RI 











EEISSEJ 水 解 葡 聚 糖 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 柱 : Shodex SUGAR ks-802(300mmX8.0mm)X2 
流动 相 : HO 
流 速 : 1.0ml/min 
Ze 检测 器 RI 

T T T T 1 1 柱 温 : 80C 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 


.pee a my SR a Pe A: 
5 a 10 o pa- 5 Ea UM NS Si 2 223 


Pimin fn 
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低 聚 麦芽 糖 、 有 机 酸 和 乙醇 等 色谱 分 离 图 品 





: 1 一 麦芽 四 糖 ，2 一 麦芽 三 糖 ，3 一 麦芽 糖 ，4 一 葡萄 糖 ，5 一 乳酸 ;6 一 甘油 ; 7 一 乙酸 ; 














8 醇 ，9 一 乙醇 

Shodex SUGAR sh1821 (300mm xX 8.0mm) 
0.5mmol/L H2SOs 水 溶液 

(a) 1.5ml/min; (b) 0.6ml/min 

RI 

15:C 











OH 0 


| roo 
SH OH 














色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





WE 


2 4 10 
tmin 
果糖 、 毛 和 钠 的 色谱 分 离 图 外 
1 一 果糖 ，2 一 Cl"; 3 一 Na* 
SeQuant® ZIC®-HILIC (3pm, 100A) PEEK (15mmX4.6mm) 
乙 脏 -100mmol/L 乙 酸 匀 绥 冲 液 ，pH=5 体积 比 =80 : 20) 
1.5ml/min 
40°C 
UV (220nm) 
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用 半 微 色谱 柱 进行 糖 的 高 灵敏 度 





分 析 色 谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 葡萄 糖 ，3 一 蔗糖 ;4 一 乳糖 ; 
5 麦芽 糖 








色谱 柱 : Shodex Asahipak NHsP-50 2D (150mm X2.0mm) 
流动 相 ; 水 - 乙 且 〈 体 积 比 =25 : 75) 

流量 : 0.2ml/min 

检测 器 : RI《〈 小 细胞 体积 ) 

柱 温 : 30'C 


糖 和 糖 醇 的 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 一 蔗糖 ，2 一 和 葡萄糖， 3 一 木 糖 ;4 一 半 乳 糖 ; 
5 一 果糖 ; 6 一 赤 砍 糖 醇 ，7 一 乳糖 醇 ，8 一 甘露 
醇 ，9 一 . 木 糖 醇 ，10 一 山梨 糖 醇 

色谱 柱 : Shodex SUGAR sp0810 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : HO 

流 速 ; 0.6ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 85C 








糖 和 糖 醇 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 :， 1 一 鼠 李 糖 ，2 一 木 糖 ;3 一 阿拉 伯 糖 ;4 一 果糖 ; 
5 一 葡萄 糖 ;， 6 一 半 乳 糖 ;， 7 一 阿拉 伯 糖 醇 ，8 一 木 糖 
醇 ，9 一 甘露 醇 ，10 一 山梨 糖 醇 

色谱 柱 : Shodex SUGAR sz5532 (150mmX 6.0mm) 
流动 相 : 水 - 乙 膊 (体积 比 =20 : 80) 

流 速 ; 0.8ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 65'C 
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糖浆 的 色谱 分 离 图 四 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 








Shodex SUGAR ks-802(300mm X 8.0mm) X2 
H2O 

1.0ml/min 

RI 

80°C 


低 聚 木 糖 的 色谱 分 离 图 
1 一 木 四 糖 ; 2 一 木 三 糖 ; 3 一 木 二 糖 ; 4 一 木 糖 





色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
柱 温 : 


Shodex SUGAR ks-801 (300mm Xx 8.0mm) 
HO 

1.0ml/min 

RI 

80°C 


木 聚 糖 的 色谱 分 离 图 由 





流 速 : 
检测 器 ; 
柱 温 : 


色谱 峰 ， 
色谱 柱 : 


木 聚 糖 
Shodex GPC lf-804 (300mm xX 8.0mm) 








20mmol/L 磷 酸 -20mmolL 省 化 锂 ， 在 80 : 
DMSO-DMF 溶 剂 中 

0.6ml/min 

RI 

50°C 


20 的 
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口 


木 浆 水 解 产物 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 葡萄 糖 ; 2 一 木 糖 ; 3 一 半 乳 糖 ; 4 一 阿拉 伯 糖 ; 
5 一 鼠 李 糖 

色谱 柱 : HyperREZ XP (300mmX7.7mm) 

流动 相 : 水 

温 度 : 70"C 

流 速 ; 0.6ml/min 

检测 器 : RI 








对 甲 氧 基 茶 胺 、 半 乳糖 和 甘露 糖 的 
色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 对 甲 氧 基 茶 胺 ; 2,3 一 半 乳 糖 ，4,5 一 甘露 糖 

色谱 柱 : Hypersil Green PAH (150mmX2.1mm, 5nm) 

流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =95 : 5) 

流 速 ; 1.0ml/min 

检测 器 : UV (254nm) 









































糖 类 色谱 分 离 图 上 

色谱 峰 : 1 一 蔗糖 ，2 一 葡萄 糖 :， 3 一 果糖 ;4 一 牛 磺 酸 ; 
5 一 肌 醇 

色谱 柱 : Shodex SUGAR 1211 (250mmX 6.0mm) 

流动 相 : 水 - 乙 膊 (体积 比 =20 : 80) 

流 速 : 0.6ml/min 

检测 器 : RI 

柱 温 : 70C 
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5 10 15 20 
timin 
区 村 EE 3 种 糖 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 果糖 ，2 一 阿 洛 糖 ，3 一 阿 洛 酮 糖 检测 器 : RI 


流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 80'C 





色谱 柱 : Shodex SUGAR ks-801 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : H2O 


3] 

















Lr 
LA 


io oe. S20 we -a0 和 特 


J 


timin 
纤维 低 聚 糖 和 糠 醛 类 的 色谱 分 离 图 四 
谱 峰 : 1 一 五 糖 ; 2 一 四 糖 ，3 一 三 糖 ， 4 一 纤维 二 糖 ;， 5 一 葡萄 糖 ; 6 一 甘油 酸 ; 7 一 乙酸 ; 
8 一 糠 醛 ，9 一 果糖 
色谱 柱 : Shodex SUGAR sh1821 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 :; 2mmol/L HSOs 水 溶液 流 速 : 0.6ml/min 

















检测 器 : RI 柱 温 : 60'C 
二 
1 
证 T T T 
3 5 10 15 20 
amin 


区 机 庚 糖 的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 ，1 一 甘露 庚 糖 ，2 一 景 天 庚 酮 糖 


色谱 柱 : Shodex SUGAR ks-801 (300mmX 8.0mm) 


流动 相 : HO 流 速 : 0.6ml/min 
温 : 80C 


检测 器 : RI 柱 
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3 6 
UY¥21mm) 
we ae 
和 23 4 
1 Vv 1 » 1 
a I0 15 20 
mmm 
ES 由 糖 链 构成 的 单 糖 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 -乙酰 神经 氮 酸 ， 2 一 和 葡萄糖; 3 一 甘露 糖 ; 4 一 岩 菠 糖 ， 5 一 乙酰 所 基 葡 糖 ; 
6 一 N- 乙 酰 -D- 半 乳糖 腕 
色谱 柱 : Shodex SUGAR shl1011 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : 5mmolL 硫酸 水 溶液 
流 速 : 0.6ml/min 
检测 器 : UV (210nm); RI 
柱 温 : 60C 
ry 
1 
让 T T 
人 10 20 
min 
区 3 对 硝 基 茶 单 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 对 硝 基 葵 基 -o- 半 乳糖 ;， 2 一 对 硝 基 茶 基 -a-D- 葡 萄 糖 ; 3 一 对 硝 基 茶 基 -a- 单 糖 
色谱 柱 : Shodex AFpak ACA-894 (50mmX 8.0mm) 
流动 相 : 0.02molL Tris-HCI 绥 冲 液 -0.25mol/L NaCl 水 溶液 (pH=7.4) 
流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (280nm) 
柱 温 : 室温 


加 剂 


557 | 


拔 |1 小 


| 558 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色谱 分 析 














20 30 加 50 
smn 
EE 羟 乙 基 化 葡萄 糖 的 色谱 分 离 图 品 
色谱 峰 : 1 一 3- 氧 产 乙 基 葡 萄 糖 ， 2 一 2- 氧 产 乙 基 葡 萄 糖 ， 3 一 6- 氧 产 乙 基 葡 萄 糖 ;， 4 一 葡萄 糖 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NHP-50 4E (250mmX4.6mm) 





























流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =85 : 15) 流 速 : 0.6ml/min 
柱 温 : 30C 检测 器 : RI 
| 
| 革 
2 
3 
1 
0 90 0 sa Pp a 
tmim tmin 
(地 tbh} 
EE 磷酸 化 糖 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 葡萄 糖 -1- 磷 酸 ，2 一 果糖 -6- 磋 酸 ;， 3 一 葡萄 糖 -6- 磷 酸 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : (a) 10mmolL 磷 酸 钠 缓冲 液 (PH=4.4); 
Cb) 150mmolL 磷 酸 钠 缓冲 液 (PH=4.4) 
流 量 : 1.0ml/min 柱 温 : 40'C 
检测 器 : RI 
My 5000 加 硫酸 葡 聚 糖 的 色谱 分 离 图 外 
LN 


色谱 柱 : Shodex OHpak sb-806mHQ(300mm X 8.0mm)X2 
流动 相 : 0.1mol/L NaCl 水 溶液 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : RI 


T T 1 三 柱 温 了 40°C 
10 15 20) 2 30 
flin 








A SOUNNN 








hi 
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10 1 A 
tmin 


2- 氨 基 茶 甲 酸 衍生 精 链 的 色谱 分 离 图 四 


Si 









































色谱 蜂 ，1 一 乙酰 氨基 葡 糖 ，2 一 甘露 糖 ，3 一 半 乳 糖 ，4 一 N- 乙 酰 神经 氨 酸 ，5 一 岩 沙 糖 
色谱 柱 : Shodex NH2P 40-2d (150mmX2.0mm) 
流动 相 ; A. 甲酸 - 乙 且 〈95%/0.1%); B. 甲酸 - 乙 且 (95%/0.1%) 
梯 上 度 : 0 一 2.5min,，A; 2.5min 一 20min,，B 
流 速 : 0.2ml/min 
检测 器 : ESI-TOF MS 
柱 温 : 45'C 
2 10 20 30 40 
EMIN 
吡啶 基 聚 酰胺 糖 链 中 

色谱 峰 : 1 一 PA 糖 链 012;，2 一 PA 糖 链 013; 3 一 PA 糖 链 014;，4 一 PA 糖 链 001; 5 一 PA 糖 链 015; 

6 一 PA 糖 链 002; 7 一 PA 糖 链 010; 8 一 PA 糖 链 004 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 





上 用: A. 乙酸 -三 乙 胺 缓冲 液 (200mmol/L，pH=7.3) - 乙 且 (35 : 65); 





B. 乙酸 -三 乙 胺 缓冲 液 (200mmol/L，pH=7.3) - 乙 且 (50 : 50) 
0 一 00min，A 一 B 


: 0.5ml/min 
号:， 菊 光 (4 310nm，Aem 380nm) 
: 40TC 
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糖 和 有 机 酸 色谱 分 离 图 吕 

色谱 峰 : 1 一 麦芽 三 糖 ， 2 一 麦芽 糖 ，3 一 葡萄 糖 ，4 一 丁 二 酸 ; 
5 一 乳酸 ，6 一 甘油 ; 7 一 乙酸 ;，8 一 乙醇 

色谱 柱 : Shodex SUGAR SH1011 (300mm xX 8.0mm) 

流动 相 : 5mmol 儿 高 氧 酸 水 溶液 

流 ” 速 : 0.6ml/min 

柱 温 : 60'C 

检测 器 : RI 

















2 ; 10 0 3 
mmim 


29min 


32min 


特 非 那 丁 对 映 体 B- 环 糊 精 流动 相 添 加 剂 色 谱 
分 离 图 中 

色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (10mmxX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 10mmolL 磷 酸 氧 二 钠 -甲醇 〈 体 积 比 =80 : 20)， 


5mmol/L B- 环 糊 精 
1 流速 1.0ml/min 
i 检测 器 : UV (240nm) 






































20min 


环 己 巴 比 受 对 映 体 B- 环 糊 精 流动 相 添加 剂 色 



































谱 分 离 图 站 
色谱 峰 : Hypersil BDS C18 (10mmX4.6mm，5hmy) 
八 _ 流动 相 ，10mmol/L 磷 酸 所 二 钠 -甲醇 〈 体 积 比 =80 : 20)， 
| 5mmol/L B- 环 糊 精 


流 速 : 1.0ml/min 
检测 器 : UV (240nm) 























色谱 峰 : 


"| 





0 


口 /4 





加 剂 
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口 








1 10 15 2 25 30 
Pimin 


环 糊 精 的 色谱 分 离 图 由 



































1 一 y- 环 糊 精 ; 2 一 a- 坏 糊 精 ，3 一 B- 环 糊 精 ; 4 一 0- 二 甲 基 -B- 环 糊 精 ; 5 一 0- 三 甲 基 -B- 环 糊 精 


























色谱 柱 : YMC Pack ODS-A (15mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : A. 水 ; B， 甲醇 
梯 度 : Wmin 0 5 15 20 
B/% 2 2 30 100 
流 速 : 1.0ml/min 
温 度 : 30C 
仿 ” 测 : 质谱 
进 样 : 200 (1.5~15mg/ml) 
中 性 2- 邮 这 由 
国 
『 T T 1 下 1 
2 8.2 16.4 24.6 32.8 41.0 
0 意 有 量化 2 此 是 以 -下 聚 秆 





2 8.2 16.4 24.6 32.8 41.0 


- 开 唾 版 北 2- 生 旺 慷 -和 - 诺 秆 | 


内 8.2 16.4 24.6 328 41.0 
mm 


多 糖 亲 水 作用 色谱 分 离 图 四 


色谱 柱 : ZIC-HILIC (0.1X35mm); ZIC-cHILIC (0.1X100mm) 


流动 相 : A.， 80% 乙 有 睛 ;，B. 50% 乙 有 睛 ;，C. 200mmol/ 世 乙酸 贸 


梯 度 : A+B+C (体积 比 =60 : 30 : 10) 53min > A+B+C (体积 比 =30 : 60 : 10) 
速 ; 250nl/min 
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茶 系 衍生 物色 谱 分 离 图 内 

色谱 峰 ，1 一 聚 茶 乙烯 2700k; 2 一 聚 茶 乙烯 20000; 3 一 聚 茶 
乙烯 4000; 4 一 茶 ; 5 一 间 二 硝 基 茶 ; 6 一 茶 乙 酮 

色谱 柱 : Hypersil Silica (100mmX7mm，6pm) 

流动 相 : 二 氧 甲烷 

检测 器 : UV (254nm) 























7 种 烷 基 羧 酸 色 谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 C4; 2 一 C6; 3 一 Cs; 4 一 Clo; 5 一 C12; 
6—C14; 7—Ci6 

BETASIL Phenyl (150mm X4.6mm, Spm) 
A. 0.1% 人 磷酸 ，B. 乙 且 
25%B 至 由 75%B 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
梯 ” 度 : 20min 内 
流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : UV (210nm) 
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1 
| 
和 
四 甘油 、 乙 二 醇 、 乙 酸 混 合 物 的 色谱 分 离 图 办 
色谱 峰 : 1 一 甘油 ; 2 一 乙 二 醇 ，3 一 乙酸 
色谱 柱 : AQUASIL C18 (250mmX4.6mm,，5pm) 
流动 相 : 甲酸 - 乙 膊 (体积 比 =99 : 1) 
流 速 : 1.0ml/min 
\ WN 3 
Ee . 检测 器 : RI 
1 2 3 
Emin 


有 机 酸 色谱 分 离 图 由 

色谱 峰 : 1 一 反 -2- 戊 烯 酸 ，2 一 上 戊 酸 ，3 一 2,4- 已 二 烯 酸 ; 
4 一 反 -2- 己 烯 酸 ; 5 一 己 酸 

色谱 柱 : BetaMax Acid (150mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 21% 乙 且 -79% 水 〈+0.05% 三 氟 乙 胶 ) 

流 速 : 1.0ml/min 

温 度 : 室温 


检测 器 : UV (210nm) 





























T T 
幼 了 0 | 六 20) Ne 30 
Dimin 


ia 
nn 


ji 


ly 


有 机 酸 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 ， 1 一 乙醇 酸 ，2 一 丁 二 酸 ，3 一 反 - 丁 烯 二 酸 ( 富 马 酸 ) 
色谱 柱 : Hypersil SAX (100mmX4.6mm，5S5hmy) 

流动 相 : 0.02mol/L 磷 酸 盐 缓冲 液 ，pH=7 


(em 流 速 : 1.0ml/min 


检测 器 : UV (210nm) 














< 10 
Pimin 


























tnin 


有 机 酸 色谱 分 离 图 站 
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色谱 峰 : 1 一 乙 醛 酸 ; 2 一 酒石酸 ;3 一 苹果 酸 ; 流动 相 :，10mmolL 磷 酸 水 溶液 

4 一 乳酸 ; 5 一 两 二 酸 ; 6 一 乙酸 ; 柱 温 : 50TC 

7 一 丁 二 酸 ; 8 一 乙酰 丙 酸 ，9 一 丙 酸 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 : Shodex RSpak DE-413 (150mmX4.6mm) 检测 器 : RI 

4 
2 
S 7 
6 
0 
0 
Rh J 
5 In 15 an 35 
RL 
有 机 酸 色谱 分 离 图 外 

色谱 峰 : 1 一 乙醇 酸 ， 2 一 L- 苹 果 酸 ;3 一 丙 二 酸 ; 4 一 乳酸 ;5 一 乙酸 ; 6 一 马 来 酸 ; 

7 一 柠檬 酸 ;， 8 一 富 马 酸 ; 9 一 琥珀 酸 ，10 一 丙 酸 
色谱 柱 : YMC-Pack ODS-AQ (25mmX4.6mm,， 5pum) 
洗 脱 液 : 20mmol/L HPO4-NaHPO4 (pH=2 一 8) 
流 速 : 0.7ml/min 
检测 器 :UV (220nm) 
温 度 : 30C 
进 样 量 : 10ul (0.007 一 1.8mg/ml) 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 


手册 ' 6 | 液 相 色 谱 分 析 














aml 


取代 葵 甲 酸 类 色谱 分 离 图 内 













































































1 一 4- 氟 葵 甲 酸 ，2 一 2- 甲 基 匠 甲酸，3 一 4- 甲 基 共 甲酸， 4 一 2,4,6- 三 甲 基 葵 甲酸 ; 





















































5 一 2,5 -二 甲 基 共 甲酸 ，6 一 2,4- 二 甲 基 苯 甲酸 
BETASIL CN (150mmX4.6mm，5hm) 
10% 乙 有 睛 - 90% 0.025mol/L KHPO4，pH=2.5 













































































































































































1.0ml/min 
UV (230nm) 
4 8 1> 16 
tmin 
茶 甲 酸 衍 生物 色谱 分 离 图 人 
1 一 茶 甲 酸 ; 2 一 4- 气 茶 甲 酸 ;，3 一 2- 甲 基 茶 甲酸 ; 4 一 4- 甲 基 茶 甲酸 ; 5 一 2,4,6- 三 甲 基 茶 
酸 ; 6 一 2,5- 二 甲 基 茶 甲 酸 ，7 一 2,4- 二 甲 基 茶 甲酸 
AQUASIL C18 (150mmX4.6mm, Sum) 
50% 甲 醇 -50% 0.025mol/L KH2PO4，pH=2.5 
1.5ml/min 
(22.0 士 0.2)C 
UV (230nm ) 














色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 

















: 1 一 对 乙 氧 基 共 甲酸 ;2 一 对 丙 氧 基 茶 甲酸 ;3 一 对 异 两 基 茶 甲 酸 ; 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
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Eh ,RE ED RE 
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lt ta 2 这 3 
Famm 


茶 甲 酸 衍生 物色 谱 分 离 图 站 





全 







































































4 一 对 甲 氧 基 茶 甲 酸 ，5 一 对 叔 丁 基 葵 甲酸 
JSphere ODS-L80〈15mmX4.6mm，4hmy) 
四 氧 哮 哺 - 水 -乙酸 《体积 比 =40 : 60 : 1) 
0.5ml/min 

室温 〈26C ) 

UV (260nm) 

10pl (0.04~0.2mg/ml) 























-oe 
T T T T T 


1 2 3 4 3 b 了 8 9 
zl0 

对 氨基 茶 甲 酸 、 对 氨基 马 尿酸 色谱 分 离 图 内 
1 一 对 氨基 茶 甲 酸 ;，2 一 对 氨基 马 尿 酸 
Hypersil Duet C18/SAX (250mm X 4.6mm) 
醇 -0.1mol/L 乙 酸 绥 冲 液 〈 体 积 比 =50 : 50) 
.0ml/min 
UV (254nm) 






































请 
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色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
温 度 : 


检测 器 : 











Le 








1 3 4 5 6 Fe 8 
timin 
网 邻 羟基 马 尿酸 与 水 杨 酸 色谱 分 离 图 内 
1 一 邻 羟基 马 尿 酸 ，2 一 水 杨 酸 
Hypersil C18/SAX (250mm X 4.6mm) 


























醇 -0.1mol/L 乙 酸 缓冲 液 〈 体 积 比 =50 : 50) 
1.0ml/min 
UV (254nm) 
ti 
Ea 
fh 
允 5 10 ja 
FMM 
5 加 氨基 茶 甲 酸 异 构 体 ( o-,m-,p- ) 色谱 分 离 图 内 

Hypercarb (50mmX3.0mm，7hmy) 
乙 有 睛 -磷酸 盐 缓冲 液 〈《 体 积 比 =35 : 65)，pH=2 
0.5ml/min 
25°C 


UV (254nm) 
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1 
3 甲 氧 基 茶 甲酸 异 构 体 分 离谱 图 后 
色谱 峰 : 1 一 邻 甲 氧 基 茶 甲酸 ; 2 一 对 甲 氧 林 茶 甲 酸 ;， 3 一 间 甲 氧 基 茶 甲酸 
. 色谱 柱 : J'Sphere ODS-H80 (75mmX4.6mm，4hmy) 
] 流动 相 ， 乙 且 - 水 -乙酸 体积 比 =20 : 80 : 1) 
流 速 : 1.0ml/min 
温 度 : 室温 (25'C) 
检测 器 : UV (285nm) 
es 进 样 量 : 10p] (0.17mg/ml) 
J > 
un 
4 
I 
2 5 
马 来 酸 、 邻 茶 二 甲酸 、4- 羟 基 茶 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 马 来 酸 ; 2 一 邻 茶 二 甲酸 ;3 一 4- 羟 基 茶 甲酸 ;4 一 间 茶 二 甲酸 ; 
5 一 水 杨 酸 
色谱 柱 : HyPURITYTIMADVANCE (15mmX4.6mm,， 5pm) 
流动 相 : 50mmolL 的 磷酸 二 氧 钾 (pH=2.1) -甲醇 (体积 比 =40 : 60) 
流 速 : lml/min 
温 度 : 25C 
检测 器 : UV (210nm) 
2 5 10 
Hmin 
1 4 
3 
邻 茶 二 甲酸 、 茶 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 四 
2 色谱 峰 ，1 一 邻 茶 二 甲酸 ，2 一 茶 甲 酸 ，3 一 氧化 肉桂 酸 ，4 一 水 杨 酸 
色谱 柱 : HyPURITY™MADVANCE (150mmX4.6mm，5hm) 
流动 相 : 10mmol/L 磷酸 二 氧 钾 - 甲 醇 〈 体 积 比 =80 : 20)，PH=2.1 
流 速 : lml/min 
| 温 度 : 25C 
检 测 ， UV (210nm) 





10 a 2 25 3 
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nn 


min 


脂肪 酸 甲 酯 色谱 分 离 图 四 









































1 一 亚 油 酯 ，2 一 棕榈 酸 甲 
Shodex rspak ds-413 (150mm xX 4.6mm) 
乙 且 - 四 毛 
1.0ml/min 
40C 

RI 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 





























酯 ;3 一 油 酸 


酯 ，4 一 便 脂 酸 








夫 喃 -水 《体积 比 =45 : 30 : 25) 


玻尿酸 色谱 分 离 图 内 


色谱 柱 : 





1 1 1 1 
8 10 12 14 16 18 
timin 


1 
4 6 


| 色谱 柱 : 
流 速 ; 
检测 器 : 














| 


ENNn 


图 17-19 


HyperGEL AP 60 (300mm X7.5mm, lS5um); 
HyperGEL AP 40 (300mm X7.5mm, 15um) 


旧 : 0.2mol/L 硝 酸 钠 -0.01molL 磷 酸 二 氧 钠 ，pH=7 
: 1.0ml/min 
: RI 


EDTA、 谷 胱 甘 肽 、 柠 檬 酸 盐 色谱 分 离 图 办 
1 一 EDTA; 2 一 谷 胱 甘 肽 ，3 一 柠 榜 酸 盐 〈 柠 榜 酸 ) 
AQUASIL C18 (150mmX4.6mm, Sum) 
0.05mol/L 磷 酸 二 氧 钾 -0.03mol/L 磷 酸 ，pH=2.4 
1.0ml/min 

UV (210nm) 
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Tp i T 
7 十 12 I es TH D2 100k 1M 10M 
tmin lg 

{a} tb) 
区 衫 丙烯 酰胺 色谱 分 离 ( a ) 及 质量 分 布 图 ( b ) 中 
色谱 柱 : HyperGEL AP 60 (300mmX7.5mm，15pm); 

HyperGEL AP 40 (300mmX7.5mm, 15pm) 
流动 相 : 0.2molL 硝 酸 钠 -0.01mol/L 磷 酸 二 氧 钠 ，pH=7 


Ya 


流 速 : 1.0ml/min 





检测 器 : RI 







278:]2nm 


2800Dnm 








n> 
Yi 


10 15 2 
Hinin 
EE 聚 丙烯 酸 酯 类 色谱 分 离 图 内 
色谱 柱 : Hypersil ODS (200mmX2.1mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 且 - 水 〈 体 积 比 =80 : 20) 


“Am 二 








流 速 : 0.6ml/min 
进 样 量 : 6nl 
温 度 : 60C 


检测 器 : UV 


hy 





Min 


吃 鲜 胺 与 草 色 谱 分 离 图 内 
色谱 峰 ，1 一 咪 鲜 胺 ;2 一 蔓 〈LC 标 记 ) 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 有 睛 -甲醇 -水 〈 体 积 比 =33 : 35 : 30) 
流 速 : 1.5ml/min 
检测 器 : 237nm 























1 
30M 


拔 |1 波 
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Es 
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2 4 $3 
fmin 
2 
1 
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AN 
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人 
fnlin 











CP 
A 


3 10 
min 


吡啶 、 茶 乙醚 等 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 尿 喀 啶 ;2 一 吡啶 ;3 一 葵 乙 栈 : 4 一 YN- 二 甲 基 志 
胶 ; 5 - 甲 东 

色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (15mmX4.6mm，5hmy) 

流动 相 : 乙 且 -0.05molL 磷 酸 盐 缓冲 液 ( 体 积 比 =40 : 60),pH=4.5 
流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 : 254nm 









































硫酸 氢 盐 、 酚 酝 、 葡 糖 酸 背 的 色谱 分 离 图 内 
色谱 峰 : 1 一 硫酸 氧 盐 ，2 一 酚 栈 ; 3 一 葡 糖 酸 背 

色谱 柱 : Hypersil C18/SAX (25mmX4.6mm) 

流动 相 : 甲醇 -0.1ImolEL 乙 酸 缓冲 液 〈 体 积 比 =50 : 50)，pH=6 
流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 :UV (254nm) 























酮 、 醛 类 色谱 分 离 图 中 

色谱 峰 : 1 醛 ，2 一 乙 醛 ，3 一 丙酮 ; 4 一 丙烯 醛 ，5 一 丙 醛 ; 
6 一 巴豆 醛 ; 7 基 乙 基 酮 ;8 一 正 丁 醛 ，9 一 茶 甲 醛 ; 
10 一 上 戊 醛 ，11 一 对 甲 基 茶 甲 醛 ，12 一 己 醛 

色谱 柱 : Keystone Deltabond AK (150mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 乙 且 - 水 
梯 度 : 10min 内 乙 有 睛 含量 由 30% 上升 至 70% 
流 速 : 1.5ml/min 

检测 器 : UV (365nm) 





































































































色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 








色谱 峰 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 
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T T T T 1 
: 6 8 ln 


Hmin 


有 机 混合 物色 谱 分 离 图 办 


3 
1 二 
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1 一 丙酮 ; 2 一 茶 酚 ;3 一 茶 甲 配 ，4 一 对 甲 酚 ; 5 一 茶 乙 醚 ;6 一 3,5- 二 甲 基 茶 酚 
Hypercarb (100mmX4.6mm, Sum) 
醇 -水 (体积 比 =95 : 5) 

1.0ml/min 
UV (254nm) 

2 

gmin 

苯胺 类 化 合 物色 谱 分 离 图 
1 一 茶 胺 ，2 一 3- 乙 基 莱 胺 ，3 一 2- 乙 基 茶 胺 ，4 一 N- 乙 基 茶 胺 ，5 一 N,N- 二 甲 基 茶 胺 ; 
6 一 NN- 二 乙 基 苯胺 ;7 一 2.5- 二 所 苯胺 
Hypercarb (100mmX4.6mm，5hmy) 
80% 甲 醇 -20% 水 
1.0ml/min 
UV (254nm) 


拔 |1 波 
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a 
( Yj 
U5) 
(25) 1 SS i 
OH ] 
OU 
从 一 NGC 
Uy SY 


ml 


氨基 苯酚 对 映 体 色谱 分 离 图 中 


























色谱 柱 : Hypercarb (10mmX4.6mm，7hmy) 

流动 相 : 10mmol/L L-ZGP 的 二 氧 甲烷 溶液 
( 含 80ng/ml 的 H20) 

流 速 : 1.0ml/min 

检测 器 ， UV (270nm) 


烷 基 茶 磷酸 盐 色 谱 分 离 图 中 


















































色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
流动 相 : 乙 膊 -水 (体积 比 =90 : 10) + 2.5g/L 钠 高 毛 酸 盐水 合 物 
流 速 : 1.5ml/min 
检测 器 : UV (220nm) 
Hmm 
| 
| 
8 
4 | 
2 
不 同 分 子 量 聚 茶 乙 烯 ( PS ) 与 茶 、 葵 乙 
6 酮 的 色谱 分 离 图 内 
I 色谱 峰 : 1 一 PS 4700000; 2 一 PS 505000; 3 一 PS 180000; 
3 4 一 PS 76000; 5 一 PS 39000; 6 一 PS 11800; 7 一 葵 ; 
8 一 葵 乙 酮 
色谱 柱 : Hypersil WP 300 Silica (250mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 二 氧 甲烷 
Ns 流 速 : 1.0ml/min 
f T T T T T | ”检测 器 : UV (254nm) 
) 1 2 3 4 5 让 


EMInN 
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. pe re. 
] 为 1 ls 20 35 30 
fnin 


二 元 羧 酸 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 丙 二 酸 ， 2 一 丁 二 酸 ; 3 一 戊 二 酸 ; 4 一 己 二 酸 ，5 一 庚 二 酸 ; 6 一 辛 二 酸 
色谱 柱 : Shodex RSpak DE-413 (150mmX4.6mm) 
流动 相 ，20mmolL 磷 酸 溶液 - 乙 有 睛 《体积 比 =92 : 8) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : UV (210nm) 








[ T T T T T 


a 10 13 20 pe 30 
min 


羟 乙 基 纤 维 素 色谱 分 离 图 品 
色谱 峰 : 1 一 产 乙 基 纤 维 素 
色谱 柱 : Shodex OHpakSB-806mHQ(300mm X 8.0mm) X2 
流动 相 : 0.1mol/L NaCl 水 溶液 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : RI 









I 
lah ' | 
6 一 0 一 Ca 
| 
DO 


15 WM 25 
Mnin 
聚 甲 基 丙 烯 酸 丁 酯 色谱 图 品 
色谱 柱 : Shodex GPC KF-8061 (300mmX 8.0mm) 
流动 相 : 四 氧 叶 喃 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : RI 








拔 |1 波 


| 576 分 析 化 学 手册 【6 ) 液 相 色谱 分 析 














T T T T T T T T T T T 
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八 
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1 
[ T T T T 
2 a 10 15 20 25 


Emin 


全 聚 乙 坑 紫 咯 培 (=15) 





th} 案 乙 毅 吡 嵌 综 有 (K-30) 


(0) 习 忆 HI K60) 2 









{办 乙 专 中 赂 红 量 (KX 一 90} 





9 5 10 15 
Emi 


区 共 乙 烯 -乙烯 - 丁 烯 ABA 获 段 共聚 物色 谱 图 中 
Shodex GPC kf-806m (300mmX8.0mm) 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


四 和 氧 呈 喃 
1.0ml/min 
30°C 

IR 


低 分 子 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 色谱 分 离 图 加 

1 一 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 (Mw 770); 2 一 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 
(Mw 237); 3 一 六 甲 基 二 硅 氧 烷 (Mw 162) 

Shodex GPC kf-801 (300mmX 8.0mm) xXx2 





色谱 峰 : 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
























































1.0ml/min 
40°C 
RI《〈 极 性 ) 


[ES 不 同 聚 合 度 的 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 色谱 图 比较 中 
(图 中 天 表 示 聚 合 度 ) 
Shodex GPC kf-606m (150mmX6.0mm) X2 








[a 


流 量 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


色谱 柱 : 


10mmol/L 省 化 锂 的 N- 
0.5ml/min 

60°C 

RI 




















基 吡 咯 烷 酮 溶液 
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半 乳 糖 醋酸 及 其 低 聚 体 色 谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 半 乳 糖 醛 酸 ，2 一 半 乳 糖 醛 酸 二 聚 体 ，3 一 半 乳 糖 醛 
酸 三 聚 体 ，4 一 半 乳 糖 醛 酸 四 聚 体 ，5 一 半 乳 糖 醛 酸 五 
聚 体 ，6 一 半 乳 糖 醛 酸 六 聚 体 

色谱 柱 : Shodex asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 

流动 相 : 0.3molL 磷 酸 钠 缓冲 液 ，pH=4.4 

流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 40C 

检测 器 : UV (210nm) 

















fmm 


聚 赖 氨 酸 分 离谱 图 吕 

色谱 柱 : Shodex kw-803 (300mmX 8.0mm) 

流动 相 : 50mmol/L 磷 酸 钠 缓冲 液 -0.3mol/L NaCl，pH=7.0 
流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 30C 


i 3 检测 器 : RI (220nm) 
了 











CH,; 
于 二) 三 甲 基 甘 氨 酸 分 离谱 图 中 
色谱 峰 ，1 一 三 甲 基 甘 氨 酸 
色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
1 色谱 柱 : Shodex Asahipak NH2P-50 4E (250mmX4.6mm) 
流动 相 : 水 - 乙 膊 (体积 比 =25 : 75) 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 40'C 
pe Ne 检测 器 : RI 


I NT CHCOO 




















CH: 

















Mnin 


拔 |1 波 
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黄 曲 霉 毒素 分 离谱 图 品 














































































































色谱 峰 : 1 一 黄 曲 霉 毒素 G2;， 2 一 黄 曲 址 毒 素 G1; 3 一 黄 曲 霉 
毒素 B2，4 一 黄 曲 霉 毒 素 B 

色谱 柱 : JSphere ODS-M80 (150mmX4.6mm，4hm) 

洗 脱 液 : 甲醇 -水 (体积 比 =40 : 60) 

流 速 ; 1.0ml/min 

柱 温 : 37°C 

仁 测 器 : UV (365nm) 

进 样 量 : 10hl 





区 到 富 勒 烯 分 离谱 图 名 


色谱 柱 : 
洗 脱 液 : 
流 速 : 
温 度 : 
检测 器 : 
进 样 量 : 




















1 一 富 勒 烯 (Ceo); 2 一 5,6- 富 勒 烯 (Cz0) 
YMC-PACK ODS-A (15mmX6.0mm, Sum) 
己 烷 - 异 丙 醇 〈 体 积 比 =70 : 30) 

1.0ml/min 

室温 (25C ) 

UV (350nm) 

4HL〈0.125mg/ml) 


葡 聚 糖 蓝 、Y- 球 蛋白 、 卵 清 蛋 自 色谱 分 


离 图 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 


柱 温 : 
检测 器 : 








1 一 葡 聚 糖 蓝 ;， 2 一 Y- 球 蛋白 ，3 一 卵 清 蛋 白 ，4 一 肌 
红 和 蛋白 ; 5 一 尿 苷 

A. kw402.5-4F (300mmX4.6mm ); 

B. Shodex PROTEIN kw-802.5 (300mmX8.0mmy) 
50mmol/L 的 磷酸 钠 缓 冲 液 -0.3mol/L NaCl 水 溶液 
(pH=7.0) 

室温 (25C ) 

UV (280nm ) 
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亚 硝 胺 色谱 分 离 图 ( pH=7 ) 外 
色谱 峰 : 1 一 N- 亚 硝 基 二 异 丙 醇 胺 ; 2 一 N- 亚 硝 基本 甲 胺 ; 3 一 N- 亚 硝 基 - 

- 乙 胺 ; 4 一 N- 正 丙胺 ; 5 一 N- 亚 硝 林 二 茶 
色谱 柱 : HyPURITY C18 (15mmX4.6mm，5hmy) 
流动 相 : 10mmolL 磷 酸 氧 二 钾 - 乙 有 睛 〈 体 积 比 =50 : 50) 
流 速 : 1ml/min 
柱 温 : 25C 
ey 2.5 5 es 1 检测 器 : UV (230nm) 

timin 




































































法 





























硝酸 类 炸药 成 分 的 色谱 分 离 图 内 

色谱 峰 : 1 一 环 四 亚 甲 基 四 硝 胺 CHMX); 2 一 环 三 次 甲 基 三 硝 胺 (RDX); 
3 一 乙 二 醇 二 硝酸 酯 (CEGDN); 4 一 硝化 甘油 (NG); 5 一 三 硝 
基 茶 甲 硝 胺 《TETRYL); 6 一 三 硝 基 甲 茶 (TNT); 7 一 二 硝 基 

蒜 CDNT);， 8 一 季 戊 四 醇 四 硝酸 酯 (PETN) 

色谱 柱 : Hypersil ODS (12$SmmX4.6mm，5Shmy) 

流动 相 : 甲醇 -水 (体积 比 =55 : 45) 

流 速 : 1ml/min 

检测 器 : UV (220nm) 
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0 5 10 15 20 
ramin 
区 前 如 到 ”硝酸 类 炸药 成 分 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 柱 : Hypersil BDS C18 (10mmXx4mm，3hmy) 检测 器 : UV (214nm，235nm) 




















流动 相 : 水 -甲醇 流 速 : 0.72ml/min 





性 |1 政 
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imn 
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tnin 


节 E 辐 硝 化 炸药 类 成 分 的 色谱 分 离 图 四 





色谱 峰 ， 














1 一 阿土 ，2 一 素 精 ;3 一 2- 氮 基 -6- 硝 基 甲 茶 ，4 一 4- 氮 
基 -2- 硝 基 甲 茶 ; 5 一 1,3- 二 硝 基 甲 茶 ; 6 一 硝 基 茶 ; 7 一 
烽 肉 醇 ，8~14 一 未 知 
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: LiChroCART® 250-3 LiChrospher® 100 RP-18，Shm 

















醇 水 溶液 














锋 : 0 一 25min, 醇 26% 一 48%; 25min 一 55min,， 























保持 48% 甲 醇 
0.4ml/min 
50hl 

- 极 管 阵 列 检 测 器 〈200 一 320nm) 








看 下 网 ”尿素 色谱 分 离 图 四 





色谱 柱 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 


SeQuant@ ZIC®-HILIC (SmmX4.6mm，5hm，200A) 
乙 有 捕 -5mmol/ 工 乙酸 匀 缓 冲 液 (体积 比 =90 : 10), pH=6.8 
0.5ml/min 

室温 


UV (204nm) 


17-48 尿素 、 联 茶 -2- 醇 、 黄体 激素 、 茶 乙 酮 和 蕊 的 


从 
下 
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St 
好 
注音 
I + 





a 
Ss 
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前 
洒 














色谱 分 离 图 中 


:: 1] 一 尿素 ; 2 一 联 茶 -2- 醇 ;3 一 黄体 激素 ;4 一 苯 己 酮 ; 5 一 草 
: 乙 膊 -水 (体积 比 =60 : 40) 

: 2ml/min 

区 : 室温 

: Sul 

: UV (254nm) 




















第 十 七 章 其 他 581 | 


过 氧化 物 混合 标准 溶液 的 色谱 分 离 图 门 
色谱 峰 : 1 一 H,0,; 2 一 HOCH2O00H; 3 一 CH300H; 
4—CH3C(O0)OOH; 5—CH3CHOOH 

色谱 柱 : Agilent ZORBAX SB-C (250mmX6mm,， 5pm) 
流动 相 : 1X10mol/L 磷 酸 水 溶液 

流 速 : 0.5ml/min 

检测 器 : UV (400nm) 





保湿 剂 的 色谱 分 离 图 加 

色谱 峰 : 1 一 13- 丙 二 醇 ，2 一 12- 两 二 醇 ，3 一 乙 二 醇 
4 一 甘油 ;5 一 赤 侨 糖 醇 

色谱 柱 : Shodex SUGAR scl211 (250mmX 6.0mm) 

流动 相 : 水 - 乙 有 睛 《体积 比 =60 : 40) 

流 速 ; 0.6ml/min 

柱 温 : 40'C 

检测 器 : RI 




















色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 














mim 
1 1 . 1 上 ‘i | 1 1 
10 LS 20 25 v 5 LO0 ]5 20 2 
fin tmin 
{a) ib} 


血清 色谱 图 
(a) Shodex kw403-4f (400mmX4.6mm); (b) Shodex kw404-4f (300mmX4.6mm) 
50mmol/L 磷 酸 钠 缓冲 液 -0.3mol/L NaCl 水 溶液 ，pH=7.0 
0.20ml/min 
25C 
UV (280nm) 
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- 
2 


样品 : 
色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
检测 器 : 














12 16 
mn 


2 


1 1 
10 15 
fmin 





相 色 谱 分 析 





色谱 峰 ; 





胆 色素 色谱 分 离 图 中 


1 一 凑 胆 (SS); 2 一 半 凑 胆 (RR，SS); 3 一 尿 胆 素 (RR， 
SS); 4 一 半 凑 胆 (RS，SR); 5 一 尿 胆 素 (RS，SR) 
































.0ml/min 





UV (490nm) 


EF: Hypersil (250mm X 5mm) 
肯 : 正 庚 烷 - 乙 酸 甲 酯 - 
1 


醇 含 1% 二 乙 胺 (体积 比 =75 : 25 : 2) 


胆 红 素 色谱 分 离 图 由 

1 一 XIIIo 胆 红 素 ;2 一 区 o 胆 红 素 ;3 一 贡 o 胆 红 素 
Hypersil SAS (100mm X 5mm) 

乙 膊 -二 甲 亚 砚 - 水 体积 比 =30 : 30 : 40) 


色谱 柱 : 
流 速 : 
检测 器 : 














4 6 8 1 术 
zimin 


(a) 





























1.0ml/min 
UV (450nm) 


hy 











a 











0 2 4 b 
tmin 


(bh) 


8 In 


胆 红 素 在 血清 中 的 色谱 分 离 图 内 








(a) 病人 血清 ; 











(b) 正常 人 体 血 清 





























1 一 胆 红 素 单 














Hypersil SAS 
乙 膊 -二 甲 亚太 
1.0ml/min 

UV (450nm) 
































酯 ，2 一 非 共 斩 的 胆 红 素 ; 
(100mmX 5mm, Sum) 
风 - 水 《体积 比 =34 : 34 : 32) 

















3 一 胆 红 素 二 甲 酯 








色谱 柱 ; 
溶 剂 ; 
流 速 : 
检测 器 : 








色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
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人 
tinin 

所 化 物 、 亚 硝酸 盐 、 硝 酸 等 的 色谱 分 离 图 外 
1 一 氧化 物 ，2 一 亚 硝酸 盐 ，3 一 硝酸 ，4 一 人 硫酸 ;SS 一 系统 峰值 
Hypersil ODS (125mmX4.6mm, Sum) 
lmmol/L 邻 茶 二 甲酸 氧 钾 +lmmol 上 L 四 正本 基 氧 氧化 贸 水 溶液 
1.0ml/min 
UV (263nm) 






































pe 
1 
六 3 6 
全 
8 10 
了 

NT i 
0 10 13 20 2 0 


min 


磷酸 、 亚 磷酸 、 次 磷酸 钠 的 色谱 分 离 图 由 





: 1—F-; 2—HPO?; 3—C1; 4—NO;; 5—Br’; 6—NO3; 7—HPO?; 8—HPO3-; 9—S0O7; 




















10 一 甲酸 

Shodex IC SI-90 4E (250mm X 4.0mm) 
12mmol/L 碳酸 氧 钠 

1.2ml/min 

255C 

抑制 电导 
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焦 磷 酸 盐 、 三 聚 磷酸 钠 的 色谱 分 离 图 中 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
检测 器 : 











tnin 





1 一 HP207 2 一 HP3Oio 

Shodex IC NI-424 (100mm xX 4.6mm) 
8mmol/L HSO4-0.04mmol/L EDTA2Na 溶 液 
1.0ml/min 

40°C 

RI 


磷酸 、 次 亚 磷酸 等 的 色谱 分 离 图 中 


色谱 峰 : 





色谱 柱 : 





a 
ee 
人 


柱 温 : 
检测 器 : 


1 一 乙酸 ; 2 一 H2PO4; 3 一 H2PO3; 4 一 H2PO3; 
5—ClO0;; ; 6 一 BIO3; 7 一 CT 

Shodex ICi-524A (100mmX4.6mm) 
lmm 酒 石 酸 水 溶液 

1.2ml/min 

40°C 
非 抑制 型 电导 











氮 离 子 和 径 氮 离子 的 色谱 分 离 图 外 








Er 
I— 
S 


色谱 峰 : 
色谱 柱 : 
流动 相 : 
柱 温 : 
1 检测 器 : 




















1 一 CI; 2 一 N 3; 3 一 邻 茶 二 甲酸 
Shodex IC i-524a (100mm xX 4.6mm) 









































2.5mmol/L 邻 茶 二 甲酸 -2.9mmol/L 3- 羟 
1.2ml/min 

40°C 

非 抑 制 电 * 











[I 
| 
tt 





烷 
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0 5 0 1 人 3 20 0 3 10 13 
Himin Hin 
{a) (b} 


阴离子 色谱 分 离 图 
色谱 峰 : 1 一 F-; 2 一 Cl"; 3 一 NO;; 4 一 Br"; 5 一 NO3; 6 一 HCO3; 7 一 PO4; 8 一 SO 条 
色谱 柱 : Shodex IC SI-90 4E (250mmX4.0mm) 
流动 相 ，1.8mmolEL 碳 酸 钠 -1.7mmolL 碳 酸 氧 钠 
流速 : (a) 1.0ml/min; (b) 1.5ml/min 
柱 温 : 25'C 
检测 器 : 抑制 电导 














出 5 10 15 20 
imin 
阴离子 色谱 分 离 图 四 

色谱 峰 ，1 一 HPOT，2 一 F-;，3 一 CT， 4 一 NO5; 5 一 Br"; 6 一 NO3; 7 一 SO 和 
色谱 柱 : Shodex IC SI-50 4E (100mmX4.6mm) 
流动 相 : 2.0mmol/L 邻 茶 二 甲酸 -1.84mmol/L 3- 产 甲 基 氮 基 甲 烷 -300mmolL 硼 酸 水 浴 液 
流速 : 1.2ml/min 
柱 温 : 40'C 
检测 器 : 非 抑制 型 电导 
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甲 磺 酸 和 阴离子 的 色谱 分 离 图 四 
色谱 峰 : 1 一 F -2 一 甲 磺 酸 ，3 一 CD ， 4 一 NO;; 

5 一 Br-;， 6 一 NO3，7 一 HPO 和 ，8 一 SO 和 
色谱 柱 : Shodex IC SI-90 4E (250mmX4.0mm) 
流动 相 : 1.8mmolL 碳 酸 钠 -1.7mmolEL 碳 酸 氧 钠 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25'C 
险 测 器 : 抑制 电导 


































































































Pk 
2.5 S 75.5 10 125 15 
Pnain 
10 
EE 池 。 阴离子 和 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 中 
11 色谱 峰 : 1 一 F-; 2 一 乙酸 ;3 酸 ; 
4 基 丙 烯 酸 ; 5 一 C1"; 6 一 NOi; 7 一 Br ; 

和 8 一 NO3; 9 一 POi; 10 一 SO4; 11 一 草酸 
色谱 柱 ; Shodex IC SI-50 4E (250mmX4.0mm) 
流动 相 : 3.2mmol/L 碳 酸 钠 -1.0mmol/L 碳 酸 毛 钠 溶液 
流 速 : 0.7ml/min 
柱 温 : 25'C 

T T T 仿 测 器 : 抑制 电导 
20 25 30 
3 
4 
1 2 
3 3 上 15 20 25 0 3 10 1 20 25 
Amin Min 
ia) tb) 


硫化 氢 、 亚 硫酸 、 硫 酸 、 硫 代 硫 酸 盐 的 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 : 1 一 HS-; 2 一 S07; 3 一 SO4; 4 一 S20 
色谱 柱 : Shodex IC si-90 4E (250mmX4.0mm) 
柱 温 : 25°C 
流动 相 : lmmolL 碳 酸 钠 -4mmol/L 碳 酸 氧 钠 5% 丙 酮 溶液 
流 速 : 1.5ml/min 
检测 器 : (a) UV (210nm); (b) 抑制 电导 
































T T T 
9 3 10 13 20 2 
rnin 
上 
本 
1 1 1 1 1 
2 3 站 9 2 15 
Hn 
呈 
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10 
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时 | 10 15 20 3 


amin 
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硫酸 根 、 亚 硫酸 根 、 硫 代 硫 酸根 和 硫 氰 根 


的 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : SO1; 2—SO#; 3—S, O04; 4—SCN- 
色谱 柱 : Shodex IC i-524a (100mmX4.6mm) 




















流动 相 : 0.25mmolL 对 羟基 葵 甲 酸 -1.2mmolL NMN- 二 乙 基 乙醇 

















忱 -10% 烷 
流 速 : 1.5ml/min 
柱 温 : 50C 
检测 器 : 非 抑制 型 电导 














bon 


硫化 物 离子 和 氰 化 物 离子 的 色谱 分 离 图 站 


色谱 峰 : 1 一 HS-; 2 一 CN- 

色谱 柱 : Shodex IEC DEAE-825 (75mmX 8.0mm) 
流动 相 : 10mmol/L 碳 酸 钠 -1mmol/L 乙 二 胺 -10% 甲 醇 
流 速 : 1.0ml/min 

柱 温 : 25'C 


























阳离子 色谱 分 离 图 四 





7 一 Ca2+;， 8 一 Mg2，9 一 Sr， 10 一 Ba2+ 
色谱 柱 : Shodex IC SI-50 4E (125mmX4.6mm) 











流动 相 : 5mmol/L 酒 石 酸 -1mmol/L 吡 啶 二 凑 酸 -硼酸 水 溶液 


流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 50'C 
检测 器 : 非 抑 制 型 电 





可 


色谱 峰 : 1 一 Li*; 2 一 Na'; 3 一 NHi; 4 一 K*; 5 一 Rb*; 6 一 Cs'; 
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6 
i {d) 
T Wt T T pe 
9 5 10 15 20 25 30 35 
Bm 
区 阳离子 ( 不 同 流动 相 的 图 谱 比较 ) 色谱 分 离 图 加 
色谱 峰 ，1 一 Li*; 2 一 Na'; 3 一 NH;; 4 一 K'; 5 一 Mg”'; 6 一 Ca 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 ; Shodex IC YS-50 (125mmX4.6mmy) 柱 温 : 40'C 
流动 相 :; (a) 4mmol/L 人 硫酸 水 溶液 ; 检测 器 : 非 抑 制 型 电导 
(b) 4mmol/L 硝 酸 水 溶液 ; 
(c) 4mmol/LL 甲 磺 酸 水 溶液 ; 
(d) 4mmol/L 磷 酸 水 溶液 
TeOzcn> 
| 
TcOata 
CO2cYC 














Emmn 
阴离子 和 阳离子 分 析 物 色谱 分 离 图 中 
色谱 柱 : Hypercarb (100mmX4.6mm，7hmy) 
流动 相 : 乙 且 - 三 氛 乙 腕 
梯 度 : 0 一 14min, 乙 膊 -1% 三 气 乙 胺 (体积 比 =2 : 98); 
14 一 20min， 乙 且 -1% 三 氟 乙 胺 〈 体 积 比 =10 : 90) 


: 1.0ml/min 














侣 
次 


色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 











色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 











0 3 I 15 20 


Emin 
EX 雨水 中 酸根 离子 色谱 分 离 图 中 
1—Cl; 2—NO;; 3—NO3; 4—SOF 
Shodex IC ni-424 (100mm xX 4.6mm) 





















































8mmol/L 4- 产 基 茶 甲酸 -2mmol/L 人 硼酸-5umol/L 环 己 二 胺 四 乙酸 溶液 
1.0ml/min 
40°C 
非 抑制 型 电导 
Bimin 

江河 水 中 酸根 离子 色谱 分 离 图 四 
1 一 HPO;， 2—F-; 3 一 CI，4 一 NOi，5 一 Br 6—NO3; 7 一 SO 和 
Shodex IC ni-424 (100mmX 4.6mm) 
8mmol/L 4- 产 基 茶 甲酸 -2mmol/L 硼 酸 -5nmol/L 环 己 二 胺 四 乙酸 溶液 
1.0ml/min 
40°C 
非 抑 制 型 电导 
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NJ 


区 江河 水 中 酸根 离子 色谱 分 离 图 站 

色谱 峰 : 1 一 H2PO4#; 2 一 Cl"; 3 一 NO;; 4 一 Br"; 5 一 NO3; 6 一 SO 

色谱 柱 : Shodex IC i-524a (100mmX4.6mm) 

流动 相 : 2.0mmol/L 邻 茶 二 甲酸 -1.84mmol/L 3- 羟 甲 基 和 氨基 甲烷 - 
300mmol/L 硼 酸 水 溶液 

流 速 ; 1.2ml/min 

柱 温 : 40'C 

检测 器 : 非 抑 制 型 电导 













































































T 
D 3 10 13 20 
































mit 
(a 
2 ] 
| F 
0 5 | 1s 20 
a min 
3 
入 河水 [前 半 : 理 前 ) 中 江河 水 [区 处 班 后 ) 
[ 
3 
本 2 
Ed 1 
! 1 1 1 1 1 1 
1 由 10 15 20 如 3 10 15 20 
min emin 


江河 水 中 阴离子 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : 1 一 F-; 2 一 HCO5，3 一 CD，4 一 NOi;，5 一 Br 6 一 NO3; 7 一 PO}; 8 一 SO 和 
色谱 柱 : Shodex IC si-90 4E (100mmX4.6mm) 
流动 相 ， 5mmolL 葵 甲酸 +N,.N- 二 乙 基 乙醇 胶水 溶液 
流 速 : 1.0ml/min 
柱 温 : 25°C 
丛 测 器 : 非 抑 制 型 电导 



































色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
仿 测 器 : 





色谱 柱 : 
流动 相 : 
流 速 : 
柱 温 : 
检测 器 : 
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7 T T 
0 3 0 13 


tnin 
EY 自来水 中 金属 离子 色谱 分 离 图 品 
1 一 Na+;， 2 一 KK 3 一 Ca+，4 一 Mg 和 
Shodex IC yk-421 (125mmX4.6mm) 










































5mmol/L 酒 石 酸 -1mmol/L 吡 喧 二 凑 酸 -硼酸 水 溶液 
1.0ml/min 
40°C 
非 抑 制 型 电导 
1 
S ~ Mnin 
1 2 
py} , T T We 
0 5 10 15 20 
mm 
海水 中 阳离子 色谱 分 离 图 加 
1 一 Na+;， 2—NO:; 3—K'; 4—Mg”'; 5—Ca’! 
Shodex IC ys-50 (125mmX 4.6mm) 
4mmol/L 甲 磺 酸 葛 醒 
1.0ml/min 
40°C 
非 抑制 型 电导 
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gmin 


1 
































































































































[9 
Wa 
- 4 7 
4 看 SR pA 
ee i 
grin trmill 
[EX 自来水 和 江河 水 中 阳离子 色谱 分 离 图 中 
色谱 峰 : 1 一 Li'; 2 一 Na'; 3 一 NHi; 4 一 K'; 柱 温 : 40C 
5 一 Mg”*; 6 一 Ca**; 7 一 乙 二 胺 流 速 : 1.0ml/min 
色谱 柱 : Shodex IC ys-50 (125mmX4.6mm) 检测 器 : 非 抑制 型 电导 
流动 相 : 硝酸 -18- 冠 醚 -6 
5 4 
4 
l 
3 
T T T T T rg [ T 这 KE > _ T 
2 4 [ 8 la 直人 n 看 8 la 12 
Fn Mimin 
ib} ie) 
2 砷 化 合 物色 谱 分 离 图 器 
样 ” 品 : (a) 砷 元 素 化 合 物 标准 品 ; (b) 砷 元 素 中 毒 者 尿 液 ; 〈c) 正常 人 尿 液 
色谱 峰 : 1 基 肿 酸 ，2 一 肿 酸 ;3 基 肿 酸 ，4 一 甜菜 碱 ; 5 基 肿 ; 6 基 肿 氧化 
色谱 柱 : Shodex rspak nN-614 (150mmX6.0mm) 
流动 相 : 硝酸 -硝酸 馈 
流 速 : 0.8ml/min 


检测 器 : 


离子 色谱 -电感 耦合 等 离子 体质 谱 
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过 氧化 氨 、8- 羟 基 丙 酸 、 乙 酸 等 溶液 的 色谱 


分 析 图 口 
色谱 峰 : 1 一 过 氧化 氧 ，2 一 8- 产 基 丙 酸 ;3 一 过 氧 乙酸 ，4 一 乙酸 ; 
5 一 乙醇 





色谱 柱 : Agilent ZORBAX SB-C (250mmx6mm, Shm) 
流动 相 ，lmmolL 磷 酸 -水 溶液 
流 速 : 0.5ml/min 








+ 7 一 和 一 "检测 器 ;UV (400nm) 


rmin 








三 聚 氰 胺 色谱 图 外 
色谱 峰 : 三 聚 氰 胺 
色谱 柱 : ZIC-cHILIC (100mmX2.1mm，3phm，100A) 
流动 相 : A. 乙 有 睛 ，B.， 10mmolL 铵 盐 〈0.1% 甲 酸 ) 
梯度 : 30min 内 由 5%B 到 50%B 
检测 器 : 正 离子 模式 质谱 












































Dal 





‘al 
A re Te A YG TA 
RMin 

2- 脱 氧 麦 根 酸 与 烟 酰 胺 及 其 镍 金属 配合 物 的 毛细 管 色谱 分 离 图 外 
色谱 峰 : (a) NA【〔 烟 酰胺 ); (b) DMA (2“- 脱 氧 麦 根 酸 ); (c) NA-Ni; (d) DMA-Ni 
梯 ” 度 : 35min 内 10mmol/L 铵 盐 - 乙 且 (体积 比 =10 : 90) 至 24mmol/L 铵 盐 - 乙 且 (体积 比 =59 : 41) 
检测 器 : 负离子 模式 电 喷雾 质谱 
毛细 管 喷雾 电压 : 4.5kV 
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资料 来 源 





UD 
加 


足 伦 科技 〈 
目 默 克 公 司 . 
和 电工 科学 仪器 〈 上 海 ) 有 限 公司 . 
默 飞 世 尔 科技 有 限 公司 ， 
5] 沃 特 世 科技 “上海 ) 有 限 公司 . 
6] 大 连 依 利 特 分 析 仪器 有 限 公 司 








) 有 限 公司 . 














识 栈 对 
加 

















le 
be 











J). 




















符号 与 缩 略 语 


2D-LC 二 维 液 相 色谱 

2D-PAGE 二 维 凝 胶 电 泳 

2D-SCX/RP 二 维 强 阳离子 交换 反 相 色谱 
AAS 原子 吸收 光谱 仪 





AAS 原子 吸收 光谱 
AC 亲 和 色 谱 
AC/RP 杀 和 / 反 相 色谱 
ACE 杀 和 毛细 管 
AES 原子 发 射 光谱 
AFC 亲 和 作 用 色谱 
AIBN 偶 氮 二 异 丁 且 
AML 3- 氨 氛 地 平 
ANP 59- 蔡 普 生 
APCI 大 气压 化 学 离子 化 
API 大 气压 离子 化 

APPI 大 气压 光 离 子 化 
APPI-MS 大 气压 光 离 子 化 质谱 
AS 阴离子 分 析 柱 
ASE 加 速溶 剂 萃取 
Bis 亚 甲 基 双 丙烯 酰胺 
BSA 和 牛 血 清白 蛋白 
CAN 丙烯 且 
CD 电导 检测 器 
CE 毛细 管 电泳 
CEC 毛细管 电 色谱 
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CEC-ECD 毛细 管 电 色谱 -电化 学 联 用 
车 电 色 谱 - 激 光 诱 导 菊 光 色 谱 联 | 











CEC-LIF 毛细 管 
CEC-MS 毛细管 电 色 


























谱 - 质 谱 联 用 
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色谱 -核磁 共振 














反 联 





CEC-NMR 毛细 管 昌 




















CE-ESI-MS 毛细管 
技术 

CE-MS 毛细管 
CGE 毛细管 凝 胶 电 泳 
CID 碰撞 诱导 解析 技术 
CIEF 毛细 管 等 电 聚 焦 








有 泳 - 电 喷雾 
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泳 -质谱 联 用 技术 








色 离 源 质谱 联 用 














CIF 碰撞 冷却 聚焦 技术 
CIP 
CITP 毛细 管 等 速 电 泳 
CL 化 学 发 光 检 测 
CMC ”临界 胶 束 浓度 
























































CN-LC/RP-pCEC 和 氰 基 液 相 色 谱 - 反 相 加 压 毛 细 




















有 色谱 
CS 阳离子 分 析 柱 
CSP 手 性 固定 相 






































CTAB 省 化 十 六 烷 基 三 
CZE 毛细 管区 带电 泳 
D 检测 限 
DAD 光 
DDT 双 二 级 三 极 管 
DIOL 二 醇 基 
DMA 二 甲 胺 
ECD 电化 学 检测 器 
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二极管 阵列 检测 占 


EDMA 乙 二 醇 二 甲 基 丙烯 酸 酯 








ELS 
ELSD 


蒸发 光 散 射 


蒸发 光 散 射 检测 器 























EMIM TFSI 1- 乙 基 -3- 

















酰基 ) 亚 胺 
ENR 恩 诺 沙 星 
EOF 电 渗 流 


















































ESI-MS 电 喷 雾 离子 源 质谱 

















ESP 
ESR ”电子 自 旋 共 振 光 谱 
FAB 快 原子 码 
FASS 场 放 大 富 集 
FEP 聚 全 氟 乙 丙烯 
FLD 荧光 检测 器 









































Tl 














:咪唑 啉 双 (三 氟 




















FTICR-MS 傅 里 时 变换 离子 














FTIR 傅 里 叶 变 换 红 外 光谱 


























GE 凝 胶 电泳 
GFC 凝 胶 过 滤 色 谱 
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GPC ” 凝 胶 渗透 色谱 MEKC 毛细管 胶 束 电 动 色 谱 
GPC/RPLC 凝 胶 渗透 / 反 相 液 相 色谱 MEMS 微机 电 加 工 技术 
GXP 药品 质量 管理 规范 MES 脂肪酸 甲 酯 磺 酸 盐 
HH 理论 塔 板 高 度 MMA 甲 胺 

HEC 产 乙 基 纤 维 素 MRM 多 反应 监测 

HIC 玻 水 作用 色谱 MS 质谱 

HILIC 亲 水 作用 色谱 MudPIT 多 维 蛋 白质 识别 技术 
HPAC ”高 效 亲 和 色谱 Mv 番 均 摩尔 质量 

HPLC 高 效 液 相 色 谱 N 理论 塔 板 数 

HPMC 羟 两 基 甲 基 纤 维 素 NACE 非 水 毛细 管 电泳 
HRBCL 人 血红 细胞 破碎 液 NARP 非 水 反 向 色谱 

IC 离子 色谱 Nert 有 效 塔 板 数 

ICP 电感 耦合 等 离子 体 nESI 纳 喷 雾 

ICPAES 电感 契合 等 离子 体 原子 发 射 光谱 法 NMA 不 吸收 微波 溶剂 
ICR ”离子 回旋 共振 NMR 核磁 共振 

IEC 离子 交换 色谱 NP 正 相 色谱 

IEC/RP ”离子 交换 / 反 相 色谱 NPLC 正 相 液 相 色谱 
IEC/SEC 离子 交换 /体积 排 阻 色谱 ODA 丙烯酸 十 八 酯 

IgG 人 免疫 球 和 蛋白 G ODS 十 八 烷 基 硅 烷 
IMER 固定 化 酶 反应 器 OT-CEC 开 管 毛细 管 

IR ”离子 色谱 P 蜂 容量 

ISC 离子 抑制 色谱 PAG 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 
ISE 电位 检 闹 PAH 多 环 芳烃 

IT-MS 离子 阱 质谱 PC 聚 碳酸 酯 

kk 分配 系数 PCB ” 印 制 电路 板 

k 容量 因子 PCCEC 填充 毛细 管 电 色 谱 
KET 5- 酮 洛 芬 PCEC 加 压 毛细 管 电 色谱 
LC-MS 液 相 色 谱 - 质 谱 联 用 技术 PCR 聚合 酶 链 反应 
LC-TOFMS 液 相 色谱 -飞行 时 间 质 谱 联 用 技术 PDMS 聚 二 甲 基 硅 氧 烷 
LCW 液 芯 波导 PEEK 聚 醚 醚 酮 

LEC 配 体 交 换 色 谱 PETA 季 戊 四 醇 三 丙烯 酸 酯 
LIF 激光 诱导 荧光 检测 器 PIC/IPC ”离子 对 色谱 

LLC 液 - 液 色 谱 PLA 线 型 聚 丙烯 酰胺 
LLE 液 - 液 萃取 PLE 加 压 液 体 茜 取 

LOD 检测 限 PLRP-S ”刚性 聚合 物 填料 
LOQ 定量 限 PMMA 聚 甲 基 丙 烯 酸 甲 酯 
LSC 液 - 固 色谱 POCT 即时 检验 

MA ”吸收 微波 溶剂 POSS 多 面体 低 聚 倍 半 硅 烷 
MALDI 基质 辅助 激光 解析 离子 化 PS 聚 葵 乙 烯 

MAM 2- 甲 基 丙 烯 酰 丙 基 甲 基 丙 烯 酸 酯 PS-DVB 聚 茶 乙烯 二 -乙烯 茶 交 联 聚 合 物 
MC 基 纤 维 素 Q-MS 四 极 杆 质谱 








tn 











QQQ 三 重 四 极 杆 

Q-TOF 四 极 杆 飞行 时 间 质 谱 仪 
R 分 离 度 

Rt 比 移 值 

Rn 峰 高 分 离 度 

ris 相对 保留 值 

RID 示 差 折光 检测 器 
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了 三 





















































TMS 三 甲 基 硅 人 烷 








RP 反 相 色谱 





RPLC 反 相 液 相 色谱 


RP-pCEC/RP-LC-LTQ ” 反 相 液 相 色 详 


RSD 相对 标准 偏差 
SAX 强 阴 离子 交换 

















[Ey 
店 
到 
二 
人 
避 





色谱 


SCFE 超 临界 流体 萃取 


SCX 强 阳离子 交换 





色谱 





TOF-MS 飞行 时 间 质 谱 












































TQ-MS 三重 四 极 杆 质谱 
TRIM 三 羟 甲 基 琴 烷 三 甲 基 丙 烯 酸 酯 
T， 分 离 数 


UPLC/UHPLC 超 高 压 液 相 色 谱 
UV 紫外 可 见 光 度 检测 器 











S 标准 偏差 (SD)， 灵 敏 度 
SDS 十 二 烷 基 硫酸 钠 
SEC 体积 排 阻 色谱 
SEC/RP ”体积 排 阻 / 反 相 色 谱 
SEM 扫描 式 电 子 显微镜 
SERS 表面 增强 拉 曼 散射 





















































UV-Vis 











紫外 -可 见 光 检 测 器 


VR 调整 保留 体积 
Vo 死 体 积 





排 阻 极限 


























SFC 超 临 界 流体 色谱 法 





SIM 单 离子 监测 








SN' 信 品 比 
SPE 固 相 茜 取 











SPME 固 相 微 茜 取 





SRM 选择 反应 监测 








T 拖 尾 因 子 
10 死 时 站 













































































型 





Y-MPS 3-( 三 甲 人 
a 溶剂 强度 参数 
Lert 有效 消 度 
hESI 微 喷雾 
MTAS 微型 全 分 析 系 统 


基 ) 丙 基 甲 基 丙 烯 酸 酯 
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斑点 面积 法 
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由 :人 169 
电位 测定 检测 圳 ee 111 
用 171 
Se a 
电泳 消 度 
调整 保留 时 间 .… 
肢 加 法 .……. 
顶 奉 展 
定量 分 析 
定量 环 接 口 
和 
定性 分 析 
动 为 学 系数 二 全 23 
SI DH ee 192 
2 Ne ee 39 
多 和 孔 填 充 剂 的 孔 体 积 .0 14 
多 作弄 杆 序 宰 es 13 
多 维 蛋 白质 识别 技术 .0 123 
元 壬 多 们 技术 cst bt 120 
过 上 全 流 相 色谱 ootog mei 136, 140 
E 
三 极 管 阵列 痊 测 是 oy totter 105 
es a Re ee 136 
Ee 120, 122 
F 
网 进发 i 
肥 由 ee 10 
有 反 由 包 有 5 
反 : 相 液 相向 请 69 
反 相 液 相 色谱 法 .0.0 10 
VD st 8 








方法 
方法 





~ 
> 
到 开 


> 六 
理 


主题 词 索引 599 | 





VEE eer eM a a 165 
WEE A te 164 














SHE REE 111 
时 间 质 谱 .0 135 








六 站 
下 型 











站 站 站 


最 
冰 副 人 


型 






























































虹 虹 最 荫 最 最 最 最 络 





Ea 








党 
域 


准 
水 





到 

















射 行 


























| 600 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 





















































































































































回 基质 辅助 激光 解吸 离子 化 

固定 基质 国 相 分 散 技术 .os 
固定 de 10 
固定 激光 诱导 荧光 检测 205 
问 碍 尘 服 和 193, 205, 292 激光 诱导 荧光 检测 器 184 
固 烛 微 茶 了 em 205, 295 极限 摩尔 电 时 ccnp 109 
国信 鹤 H eld dddn 299 集成 化 多 维 技 术 sensDm nb 139 
a a 10 ee td te eed cho de 13 
人 15 Wi nr 16 
人 112 D1 be A ee ee 16 
洪 沉 色谱 on 57 六 速 泡 刹 鞋 联 301 
淮 流 色谱 桂 : 和 57 加 奈 毛 组 管 电信 应 niin 202, 215 
光 夹 流 进 样 法 

光电 二 极 管 阵列 检 测 器 .0550000 13, 104 假 噬 < 
Ed 106 [De DER REET OO RA 15 




























































































































































































贞 学 键 合 相 色谱 法 0s bi 6 1 94, 203 
化学键 合 相 填充 剂 0pn ein 13 情 窗 受 165 
0 OO OA OO 174 Tg a i 5 
es 12 这 丙烯 信 信人 生 全 279 
De 238 
J Tl ee 112 
积分 检测 器 染 四 对 已 炳 全 112 
de tb NR 生生 和 和 了 
基体 Wb tn a a 299 
车 线 
基线 漂移 K 
基线 噪 ] We 24 
是 记 的 玫 直 ope 37 Sb ea 这 














主题 词 索引 601 | 

















































































































于 48 毛细 管用 内 168 
a 57 所 用 管 作 WN 180 
亡 细 管 电 瀛 质谱 联 用 oom ob 187 

站 1 209 

县 伯 : 比 耳 定 律 nme 102 闻 细 管 淀 胶 电 瀛 eo 177 
离线 多 维 分 离 技术 136 毛细 管区 带电 泳 .0 173 
DE 10 = 0 212 












































































































































































































































连续 肉 各 技术 esi in i eii i i 303 帝 胶 浴 交 色情 法 ,oi mG 10 
连续 二 维 液 相 色 谱系 统 .RN 123 凝 胶 渗 透 色谱 仪 .Ne 11 
量程 oO 8 当 记 es 8 
A I Ra. 8 浓度 敏感 型 检测 器 12 
灵 人 edd te 8, 101 I 101 
法 8 
dann 17 P 
1 13, 118 和 排 阻 极限 oan 15 
疯 体 动 办 守信 和 ea ol nd 14 配 位 体 交换 色谱 法 和 os 的。 11, 58 
TL 24 EM A 11 
OI eR 人 本 于 13 人 273 
和 112 和 99, 100 
本 88, 89 平生 分 高 技术 we be 252 
DE 5, 252 
MM 人 260 
et 99 3 ed a de 124 
生 细 管 等 电 洒 人 yosoeddG 179 BD ed SR 16 
忆 御 管 等 速 电 注 esDi 180 0 16 
塘 组 管 电 色 消 柱 ,ano an 208 PE 调制 维稳 .ed 191 






































| 602 分 析 化 学 手册 《6 ) 液 相 色 谱 分 析 





























人 12 
二 动 放大 条 88 
;3 2 和 玫 刘 生 向 玫 和 于 和 275 
0 171 
RES ed 9 
鞘 液 接口 技术 .4 188 
亲 和 和 色谱 法 10, 55 



































































































































0 及 和 91 
容量 因子 …. ..15, 18, 175 
溶剂 强度 参数 .es 16 
nd 299 
溶质 性 能 检测 器 入 
AEA 12 
RT en 50 
S 
招集 技术 yO nn 192 
OBrien 43 
EN dR OO 20 
nd 9 
色谱 热 必 学 理论 2 20 
eh 13 
Ee 9 
色谱 指数 修正 高 斯 模型 25 
a 11 
0 63 
外 谱 柱 的 分 类 gcse ssi roniini nit 33 
色谱 柱 的 第 物 2000.00000 DA 33 
色谱 住 的 清 尝 soca da 人 全 64 
色谱 柱 的 日 常 维护 .5 118 
包 谤 性 的 沪 这 性 ,sme nn 35 
色谱 柱 装 填 不 良 .ns 63 
位 板 扩 守 i. 63 


闪 式 液 


录 痊 补偿 








示 差 折 
( 示 差 ) 
试验 溶 























输 




















DE A a 11 





de ee 106 
A OO 12 
ne et 8 






















































































描 板 理论 ae 21, 265 
磷 数 规律 定性 ,0 150 
术 记 16, 92 
A EA ney 13 
EE 79 
术 积 挤 阳 色 以 法 ,000i ion 6, 10 
体积 排 阻 色谱 固定 相 48 
3 1 0 3 11 
i 125 
dee en ve 17 
en 57 
ee 269 
耻 仙 269 





































































































































































































人 64 ZT a dn ed 253 
季 必 中 eon em 9 显 色 剂 本 全 有 下 和 258 
时 国 本 15 WE 2 
了 17, 112 全 | 仆人 9 
及 和 要 生 和 87, 112 0 9, 101, 165 
线性 溶剂 强度 梯度 洗 脱 16 
Ww 相 变 但 流 朋 和 和 92 
人 16 相对 保留 信和 ee 全 er 14 
加 慰 以 下 法 160 相对 标准 偏差 ,ee 8 
hn en eg a 94 相 允 呈 半 全 了 
往复 东 2 全 12 EV ne oe dd 20 
往复 柱 罕有 on 89 相交 dan et 交 全 全 人 全 人 265 
人 300 DA RL] Ee EO 102 
做 波 铺 助 荣 取 人 300 a Ts ea ed ee 263 
No i SRO RRO 12 Fs CE OE 153 
da 12 ee 9 
微 库仑 检测 器 13 ee 11 
短信 相生 11 
人 7 Y 
微 流 控 进 样 系统 237 | A :ee FE A 301 
i em 234 DE 2 NR er 304 
微 流 控 液 滴 分 析 249 全 生化 技术 nny een en 308 
微 马赛 克 型 免疫 分 析 .5 246 1 46 
(io 2 Re 汪 11 T= 204 
:hl RR 仙 全 仙人 25 样 唱 环 :平行 柱 拉 日 ,vs 125 
i de 8 EA en 285 
大 出 浪 接 各 技术 ote tb 188 ed TR 113 
加 欠 ne 10 
和 流入 色 匀 村 5 0 10 
有 出 ea 13 液 相 色谱 分 类 eosin 5 
DE ee 5, 11 液 相公 衫 位 tsetse brinedl 11 
骸 液 组 件 ( so no 87 六 相公 省 位 于 十 机 cao pho 13 
和 128 人 15 
人 的 260 NG 88 
洗 脱 后 测定 法 ,avo bd 273 6 204, 288 
1 13 液 液 分 配色 谱 潜 mio 253 
DE HS es a 68 ne 10 
WE ed ea dk nd 14 抽出 机 se 12 
WH gies te me 16 阴 闹 守信 换 Ne ot nnnn 46 
这 入 江 生 i 7 Ty ee 262 
A 257 Se 10 








604 分 析 化 学 手册 6 液 相 色谱 分 析 
































Dh En RN 12, 108 
a 112 
ot RR 15 
Dv ls ly 2 12 
ee 12 
SI a 17 
























































































































































0 ro eee rT I 13 
:0 a sa a 9 
和 16 
在 堵 多 维 分 离 技术 "soma 137 
在 全 清洗 装置 ,yoga da 113 
企 线 伞 证 富 信 和 205 
人 99, 154 
展开 剂 的 选择 原则 270 
折 洽 扒 板 商 麻 5 14 
二 6 
真空 辅助 溶剂 蒸发 接口 .4 128 
蒸发 〈 激 光 ) 光 散 射 检测 器 .se 12 
某 发 光 和 散射 检测 是 汪 生生 人 107 
ee te lo de 119 
7 er ee 12, 40, 212 
0 ER 122 
E 外 多 详 3 nye 和 人 他 5 
E 相 色谱 固定 相 oa sa 45 
i i UE 73 
EE 相 液 由 色谱 法 六 sev si 10 
纸 电 泳 的 仪器 装置 276 
入 电 注 法 en 275 
从 多 | 滑 注 a el 252 
制 各 液 相 色谱 潜 3pgon oe bm iio 10 
制备 液 相 色谱 仪 …... 11 








质量 流速 敏感 型 检测 器 12 











































































































质谱 检测 省 nd 12, 129 
下 : 复 | 9 
| 12 
BE 13 
BS ee 308 
柱 间 转移 接口 ,ee 124 
性 沉 突 5 13 
ET ed de 308 
I 15 
eT TR A 12 
人 性 色 汕 法 Dn 5 
桂 下 请 入 17 
柱 下 检测 最 17 
杜 :大 生生 人 17 
杜 休 入 nt nee 35 
机 13 
5 2 24 
柱 外 体积、 14 
柱 外 伐 信 Sn 15, 24 
柱 测 御 各 nn 113 
HE 15 
1 ee 18 
村 用 站 65 
ee 9, 165 
准确 度 等 级 ood 9 
时 处 符 测 情人 205 
eT ee hhh tts ht et adh thet hs 184 
紫外 :可 见 站 检测 颖 ne 12 
5 96 
自动 进 样 器 常见 故障 114 
总 体 性 能 检测 器 gd 12 
A OT 2 
er ee 166 

















表 1-1 液 相 色谱 法 分 类 WD Nm dD a a 6 
表 Da: 按照 色谱 模式 分 类 的 原理 及 应 ] 范 围 TD ETE TY DO SE YO OO DU EE TET OE 6 
表 2-1 液 相 色谱 的 不 同 柱 型 Rd OE a A 33 























表 2-2 在 最 佳 测试 条 牛 下 ， 填 充 良 好 的 HPLC 色谱 柱 的 塔 板 数 Poy Nes nt AMV 34 












































































































































































































































































































































































































































































































































表 2-3” 峰 不 对 称 因子 与 峰 拖 尾 因子 的 美 系 于 a8 
表 2-4 ”填充 高 效 液 相 色谱 柱 体积 计算 表 35 
表 2-5 不 同 规格 色谱 柱 的 死 体积 和 36 
表 2-6 液 相 色谱 让 再 定 相 基质 比较 Re 36 
表 2-7 理想 HPLC 固定 相 基 质 的 基本 要 落 36 
表 2-8 部 分 商品 化 的 】 -2um HPLC 国定 相生 38 
表 2-9 不 同性 质 的 固定 相 微粒 的 应 用 特性 和 38 
表 2-10 硅胶 上 官能 团 吸 附 强 弱 的 分 类 和 39 
表 2-11 可 用 于 分 离 碱 性 化 合 物 的 硅胶 基质 色谱 柱 品牌 39 
表 2-12 HPLC 中 常用 的 国定 相 40 
表 2-13 部 分 商品 化 整体 国定 相生 pe 41 
OR 
表 2-15 ”部 分 高 分 子 类 型 高 效 反 相 色 谱 固 定 相 … 于 nn 43 
表 2-16 可 用 于 高 舍 量 水 流动 相反 相 色 谱 固 定 相 ee 44 
表 2-17 部 分 商品 极 性 化 学 键 合 相 … 人 ee 45 
表 2-18 常见 有 机 离子 交换 剂 的 类 型 和 性 质 和 46 
表 2-19 多 糖 基质 离子 交换 色谱 固定 相 和 46 
表 2-20 常见 的 高 聚 物 基质 高 效 离子 交换 色谱 国定 相 47 
表 2-21 常见 的 无 机 基质 亲 水 凝 胶 固 定 相 49 
表 2-22 常见 的 多 糖 型 凝 胶 过 滤 色 谱 固 定 相 50 
表 2-23 中国 计量 科学 研究 院 窗 分 布 聚 茶 乙 烯 分 子 量 标准 物质 和 PN 51 
表 2-24 部 分 商品 凝 胶 色谱 固 定 相 … ooooooooo oooo ooo ooovooeoooooooooovooooooovooovooovoivsoivoosoovoovooooovsooooooooooooooooooooooooooooooovsooosoooooooo。 52 
表 2-25 ”中国 计量 科学 研究 院 窗 分 布 葡 聚 糖 分 子 量 标准 物质 站 PN 53 
表 2-26 ”ZIC®-HILIC 系列 产品 规格 53 
表 2-27 部 分 常见 的 高 聚 物 基质 与 多 糖 基质 的 疏水 性 相互 作用 色谱 固定 相 站 Ne 54 
表 2-28 商品 高 效 亲 和 色谱 国定 相生 55 
表 2-29 部 分 高 聚 物 基 质 的 高 效 亲 和 色谱 国定 相 Ne 57 
表 2-30 PerSeptive Biosystem 公司 贯 流 色谱 国定 相 的 类 型 和 57 
表 2-31 部 分 商品 多 糖 类 手 性 国定 相信 息 和 59 
表 2-32 主要 手 性 色谱 固定 相 厂 商 及 产品 59 
表 2-.33 部 分 Dailcel 手 性 色谱 柱 使 用 的 流动 相 条 件 限 制 和 nn 61 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































| sos 分 析 化 学 手册 16 | 液 相 色谱 分 析 
表 2-34 通常 色谱 柱 进 样 次 数 和 62 
表 2-35 色谱 柱 的 常 抑 间 题 及 可 能 原因 和 62 
表 2-36 保留 值 与 重复 性 变化 的 主要 因素 分 析 64 
表 2-37 色谱 峰 拖 尾 的 主要 原因 分 析 64 
表 2-38 常见 色谱 柱 再 生 用 洲 剂 及 其 顺序 66 
表 2-39 带 金 属 抗衡 离子 的 聚合 物色 谱 柱 的 再 生 方法 66 
表 3-1 溶剂 选择 性 分 组 和 69 
表 3-2 RPLC 中 常用 的 固定 粗 人 7 71 
表 3-3 ”常用 溶剂 的 洗 脱 能 力 和 75 
表 3-4 硅胶 柱 上 液 - 固 色 谱 洗 脱 剂 的 溶剂 序列 75 
表 4-1 高 压 输液 泵 的 特大 和 88 
表 4-2 主要 商品 化 高 压 恒 流 泵 性 能 指标 对 照 和 pe 90 
表 4-3 不 同 梯度 洗 脱 系统 前 比较 和 ee 93 
表 4-4 部 分 厂商 自动 进 样 器 的 技术 指标 和 97 
表 4-5 不 同 自动 进 样 器 的 工作 步骤 站 97 
表 4-6 按 检测 占 性 质 及 按 测量 信号 性 质 分 类 的 结果 于 99 
表 4-7 按 测量 原理 分 类 的 结果 ee 99 
表 4-8 些 典 型 发 色 基 团 的 摩尔 吸收 系数 和 相应 的 最 大 豚 收 波长 103 
表 4-9 HPLC 中 常用 溶剂 透 过 波长 的 下 限 103 
表 4-10 一 些 可 用 紫外 光 检 测 的 无 机 物 离 子 104 
表 4-11 常用 溶剂 在 20C 时 的 折射 雍和 106 
表 4-12 ELSD 中 常用 溶剂 与 有 机 改 性 章 ee 107 
表 4-13 水 洲 液 中 离子 的 极限 摩尔 电导 109 
表 4-14 用 于 HPLC 化 学 反应 检测 器 的 某 些 化 学 物质 和 Ne 110 
表 4-15 常见 的 液 相 色谱 泵 的 故障 及 解决 方法 和 Ne 113 
表 4-16 常见 的 自动 进 样 器 故障 现象 及 解决 方法 和 ee 114 
表 4-17 常见 色谱 图 问题 及 相关 原因 分 析 和 解决 办 法 和 115 
表 4-18 水 中 的 有 机 杂质 种 类 及 处 理 方法 119 
表 5-1 最 常见 的 质谱 系统 厂家 以 及 性 能 和 130 
表 5-2 液 相 色 谱 质 谱 联 用 中 的 常用 质谱 的 应 用 参数 131 
表 5-3” ”LC-MS 接口 的 重大 进展 132 
表 5-4 纳 升 RPLC 系统 的 捕 集 柱 选择 和 138 
表 5-5 在 线 、 离 线 以 及 集成 化 MD-HPLC 系统 在 蛋白 质 组 学 研究 的 部 分 应 用 举例 和 Ne 139 
表 6-1 色谱 参数 变化 与 定量 方法 选择 158 
表 6-2 严格 HPLC 标准 方法 的 论证 方案 和 165 
表 6-3 “方法 建立 和 论证 期 间 可 能 出 现 的 间 题 四 165 
表 7-1 毛细 管 电泳 主要 分 离 模式 和 173 
表 7-2 CE 中 常用 的 缓冲 试剂 174 
表 7-3 ”四 类 表面 活性 剂 中 典型 化 合 物 的 性 质 怕 Ne 176 
表 7-4 不 同 分 子 量 范围 的 凝 胶 支 持 介 质 选择 178 
表 7-5 CE 中 常用 检测 方法 及 其 优 缺 古 和 183 































































































































































































































































































































































































表 8-1 压力 和 渗流 驱动 体系 中 不 同类 型 与 不 同 内 径 柱 系 统 中 的 O 和 A Tn 201 
表 8-2 有 作 电 色 谱 实 验 的 商用 电泳 仪 203 
表 8-3 pCEC 技术 在 中 药 分 析 中 的 应 用 … 222 
表 8-4 CEC 或 pCEC 技术 在 手 性 药物 拆 分 中 的 应 用 和 223 
表 8-5 CEC 或 pCEC 在 药物 分 析 中 的 应 用 和 225 
表 10-1 薄 层 中 溶质 含量 和 254 
表 10-2 些 氨基 酸 分 配 系数 的 实测 值 与 理论 值 对 比 Ne 255 
表 10-3 溶剂 的 介 电 常数 (15~20%C 270 
表 10-4 常用 的 显 色 试剂 ee 272 
表 10-5 柠檬 酸 介 质 中 纸 电泳 谱 上 各 种 元 素 离 子 定位 用 的 显 色 剂 和 277 
表 10-6 薄 层 电泳 法 分 离 各 类 物质 的 条 件 和 278 
表 10-7 的 丙烯 酰胺 聚合 的 催化 系统 281 
表 11-1 预 处 理 的 选择 286 
表 11-2 样 唱 预 处 理 方法 和 0 286 
表 11-3 滚 液 茜 取 的 提取 溶剂 和 289 
表 11-4 司 定 相 及 应 用 条 件 和 293 
表 11-5 正 相 型 和 反 相 型 固 相 茜 取 中 常用 溶剂 的 性 质 … 294 
表 11-6 SPME-GC/MS 茜 取 头 和 nn 296 
表 11-7 膜 材料 分 类 a ol bn ed tt net Ce Mle a dt nd ee en et el 297 
表 11-8 要 膜 的 功能 及 其 实用 范 团 ee 297 
表 11-9 j 膜 分 离 过 程 的 基本 特 上 厦 298 
表 11-10 上 有 机 溶剂 的 介 电 常数 和 302 
表 11-11 紫外 发 色 团 eonoooooeosoesootoosootootosossostosostostosostostosos testosoosooos estesos osos oer oss os aosoososses oesossosootossssossossoss 304 
表 11-12 用 蒙 光 衔 生化 试剂 305 


表 11-13 









































的 电化 学 衍生 试剂 有 307 





页 硕 页 栅 页 页 项 机 页 页 页 页 页 页 页 页 页 页 页 页 页 项 页 页 项 项 页 项 项 页 页 机 机 


2 








项 


12-1 
12-2 
12-3 
12-4 
12-5 
12-6 
12-7 
12-8 
12-9 


12-10 ) 


12-11 
12-12 
12-13 
12-14 
12-15 
12-16 
12-17 
12-18 
12-19 
12-20 
12-21 
12-22 
12-23 
12-24 
12-25 
12-26 
12-27 
12-28 
12-29 
12-30 
12-31 
12-32 
12-33 
12-34 
12-35 










































































图 过 引 






























































或 
































































































































































































































~ 









































































































































核糖 核酸 酶 A、 细 胞 色素 c 和 伴 刀 豆 球 和 蛋白 A 色 i 图 312 
OE B- 淀 粉 酶 和 去 铁 铁 蛋 白色 谱 分 离 图 和 312 
人 细胞 色素 、 a 清 蛋 白 和 鸡 卵 白 蛋 白色 谱 分 离 图 ORT RE Ce RR 313 

青 蛋 白 和 大 豆 胰 蛋 和 白 酶 抑制 剂 色谱 分 离 图 和 313 

离 图 313 

普 分 离 图 314 

色谱 分 离 图 (pH=7.0) 314 

、 醛 缩 酶 、 牛 黄 清 蛋 和 卵 清 蛋白 色谱 分 离 图 和 ee 315 

糖 核酸 酶 A、 胰 岛 素 、 细 胞 色素 c 色谱 分 离 图 Ne 315 
、 卵 清 蛋 白 、 溶 菌 酶 色谱 分 离 图 nn 316 

蛋白 、 卵 白 蛋 白 和 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 色谱 分 离 图 316 

中 蛋白 酶 厦 等 的 色谱 分 离 图 和 317 

烷 基 础 酸 钠 复合 物 的 毛细 管 电泳 -UV 峰 和 317 

离 图 318 

质 色谱 分 离 图 318 

和 白质 分 析 的 比较 谱 图 和 319 

离 图 319 
让 320 

红 蛋 白 A、F、S、C 色谱 分 离 图 站 320 
红 和 蛋白 等 的 色谱 分 离 图 和 ee 320 

匀 、 核 糖 核酸 酶 A 等 的 色谱 分 离 图 和 321 

医 二 聚 体 、 三 聚 体 色 谱 分 离 图 和 321 

谱 分 离 图 和 321 

此 纹 色谱 分 离 图 和 ee 322 

4 色谱 分 离 网 UN RN EO EE WOE OT NT OT EU OE ORO A IO EE OA RR 322 

a eh PT eet Se HO See eet ee oe 323 

等 标准 蛋白 质 色 谱 分 离 图 和 323 

蛋白 酶 分 析 色 谱 图 324 
色谱 分 离 图 324 

转移 酶 色谱 分 离 图 ee 324 












































等 的 色谱 分 离 离 图 ooosoosoeoosoesosooosoesoesasossostosoesostosossoosoaossostosossososaososossostosossostososs 325 

谱 分 离 图 oemosootooooooesoososoesootossosostossososs esossoosossstostososaostosos testosoos tessssos osoosoos tosss oesosaosaoosss 325 
加 326 

图 326 








商 页 页 项 页 页 页 页 页 页 页 页 页 项 硕 页 硕 页 页 页 贡 贡 页 项 项 页 项 贡 页 页 页 项 砚 页 项 项 页 项 了 


pa 








pa 


图 12-36 


12-37 
12-38 
12-39 
12-40 
12-41 
12-42 
12-43 
12-44 
12-45 
12-46 
12-47 
12-48 
12-49 
12-50 
12-51 
12-52 
12-53 
12-54 
12-55 
12-56 
12-57 
12-58 
12-59 
12-60 
12-61 
12-62 
12-63 
12-64 
12-65 
12-66 
12-67 
12-68 
12-69 
12-70 
12-71 
12-72 
12-73 
12-74 
12-75 
12-76 



















































































牛 、 鸡 和 马 的 蛋白 色谱 分 离 图 TT DT OTA TO OT eT 327 
卵 白 蛋 白色 谱 分 离 图 和 ee 327 
小 肽 的 混合 模式 色谱 柱 与 反 相 色谱 柱 、 离 子 交换 色谱 柱 分 离 对 照 生 ee 328 
B- 乳 球 蛋白 色谱 分 离 图 329 
蛋白 质 回收 色谱 分 离 图 本 329 
面筋 中 蛋白 色谱 图 330 

基 酸 未 水 解 样品 色谱 图 Pe OPT RO SO ET CO RCE TP OR DeP OO TEED DR PO OTE A EE OT 330 
动物 白 蛋 白色 谱 分 离 图 站 330 














蜂王 幼虫 水 溶性 







































































































































































































































































































































































































































































性 蛋白 质 凝 胶 过 滤 色 谱 分 离 图 331 
鸡肉 蛋白 色谱 分 离 图 331 
奥 并 布 宁 对 映 体 色 谱 分 离 图 331 
DL- 茶 丙 氨 酸 与 苏 氟 拉 明 的 色谱 分 离 图 ee 332 
蛋白 激酶 可 溶性 组 分 的 色谱 分 离 图 本 332 
os RP-HPLC 谱 图 和 era 332 

合 物 ( 聚 茶 乙 烯 -二 乙烯 基 荣 ) 色谱 柱 对 5 种 肽 的 分 离谱 图 本 333 

同型 半 ee ER 333 
CLIP 和 促 肾 上 腺 皮质 激素 色谱 分 离 图 和 333 
芋 革 甲酸 色谱 分 离 图 本 334 
茉 丙 氨 酸 色谱 分 离 图 334 
4 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 334 
3 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 站 335 
匡 氨 酸 - 纺 氨 酸 等 二 肽 色谱 分 离 图 和 335 
复合 模式 色谱 柱 分 析 多 肽 和 336 
色 氨 酸 、 苏 氨 酸 等 的 色谱 分 离 图 336 
多 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 337 
色 氨 酸 、 酷 氨 酸 和 于 -多 巴 色 谱 分 离 图 337 
焦 谷 氨 酸 色谱 分 离 图 338 
色 氨 酸 、 栈 氮 酸 和 4- 二 羟基 茶色 谱 分 离 图 338 
三 甲 基 甘 氮 酸 色谱 图 339 
18 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 en 339 
天 冬 氨 酸 等 毛 基 酸 色谱 分 离 图 340 
组 氨 酸 与 1- 甲 基 组 毛 酸 色谱 分 离 图 ee 340 
5 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 en 340 
各 种 氨基 酸 和 -氨基 丁 酸 (GABA) 色谱 分 离 图 341 
致癌 色 氨 酸 热 解 产物 341 
六 谷 酰基 甲 基 硒 代 半 胱 氨 酸 和 甲 基 硒 代 半 胱 氨 酸 色谱 分 离 图 ee 342 
PTH 氨基 酸 、 谷 胱 甘 肽 、 和 葡萄糖 色谱 分 离 图 站 342 
PTH 氨基 酸 、 谷 胱 甘 肘 色谱 分 离 图 342 
。 子 抗 动脉 粥 样 硬化 活性 部 位 水 解 的 氨基 酸 色 谱 图 343 
冬 氨 酸 和 茶 丙 氨 酸 色谱 分 离 图 343 
ee 色谱 分 离 图 和 344 
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晤 12-77“ 亮 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 色谱 分 离 图 和 344 
多 12-78 ” 异 亮 氮 酸 对 肌 体 色谱 分 离 图 345 
多 12-79 ” 腿 氨 酸 对 映 体 色 谱 分 离 图 345 
到 12-80” 赖 氨 酸 对 映 体 色谱 分 离 图 … 人 nn 345 
到 12-81 色 氨 酸 和 亮 氨 酸 色 谱 分 离 图 nn 346 
到 12-82 ”甘氨酸 和 丝 毛 酸 色谱 分 离 图 和 346 
妈 12-83 ” 酷 氨 酸 和 天 冬 酰 胺 色谱 分 离 图 和 346 
中 12-84” 苏 氨 酸 和 半 胱 氮 酸 色谱 分 离 图 347 
和 12-85 3 种 扎 基 酸 的 色谱 分 离 图 ee 347 
和 12-86 ”组 氨 酸 与 1- 甲 基 组 氮 酸 色谱 分 离 图 和 347 
妈 12-87 ”各 种 氨基 酸 y- 氨 基 丁 酸 (GABA) 色谱 分 离 图 348 
和 12-88 ”组 氨 酸 与 1- 甲 基 组 氮 酸 色谱 分 离 图 和 348 
和 12-89 ”红豆 种 子 毛 基 酸 色 谱 分 离 图 和 348 
到 12-90 天然 产物 色谱 分 离 图 349 
中 12-91 2 种 甲 基 硒 代 半 胱 氮 酸 的 色谱 分 离 图 站 349 
和 12-92 ”3 种 硒 代 氟 基 酸 的 色谱 分 离 图 349 
和 12-93” 硒 代 氮 基 酸 与 硒 酸 根 色谱 分 离 图 和 350 
多 12-94 6 种 氨基 酸 的 色谱 分 离 图 ee 350 
和 12-95 半 胱 氮 酸 、 谷 胱 甘 肽 等 色谱 分 离 图 和 350 
中 12-96 ”组 激 肽 、 管 紧 张 素 II 和 工 和 血管 紧张 素 工 色谱 分 离 图 和 351 
中 12-97 ” 赖 毛 酸 垂体 后 时 素 、 催 产 素 等 的 色谱 分 离 图 351 
到 12-98 ”纤维 蛋 自 肽 色谱 分 离 图 和 352 
到 12-99 色 氮 酸 和 和 牛 血清 白 蛋 自 等 的 色谱 分 离 图 ee 352 
有 12-100 管 紧张 素 I 和 和 牛 生长 激素 等 的 色谱 分 离 图 和 353 
中 12-101 ， 牛 胰岛 素 、 神 经 降 压 素 等 的 色谱 分 离 图 和 353 
和 12-102” 脑 啡 肽 和 卵 清 蛋 白 等 的 色谱 分 离 图 354 
多 12-103 ”各 种 氨基 酸 和 多 肽 色谱 分 离 图 和 354 
到 12-104” 甘 氨 酰 - 甘 氨 酰 多 肽 色谱 分 离 图 和 355 
到 12-105” 柱 后 衍生 法 分 析 谷 胶 甘 肽 的 色谱 分 离 图 nn 355 
区 12-106 ”纤维 连接 蛋白 色谱 分 离 图 355 
区 12-107 GSH、EL- 半 胱 氮 酸 等 的 色谱 分 离 图 和 356 
外 12-108 管 紧张 素 T、I[T、III 色 谱 分 离 图 356 
和 12-109 ”甘氨酸 、 丙 氮 酸 、 亮 氨 酸 等 氨基 酸 色谱 分 离 图 和 356 
和 12-110 ”利用 整体 柱 分 离 3 种 血管 紧张 素 和 ee 357 
妈 12-111 利用 LiChrospher@ WP 300 RP-18 分 离 血管 紧张 素 工 和 下 和 357 
芭 12-112 ” 肽 -血管 紧张 素 类 色谱 分 离 图 358 
时 12-113 6 种 混合 肽 的 分 离 色谱 图 和 358 
和 12-114 ”核酸 碱 基 分 离谱 图 358 
四 12-115“ 环 磷酸 腺 背 和 一 磷酸 腺 音色 谱 分 离 图 和 359 
多 12-116 ” 腺 吓 叭 、 腺 戎 和 核 背 酸 色 谱 分 离 图 人 359 
和 12-117 ”红血球 中 的 腺 昔 类 核 背 酸 色 谱 分 离 峰 和 359 
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谱 图 索引 611 | 
CTP、CDP、CMP 等 各 种 核 普 酸 色 谱 分 离 图 和 360 
CMP、AMP、UMP 和 GMP 等 核 并 酸 色 谱 分 离 图 a6 
胞 昔 等 核 痛 色谱 分 离 图 361 
利用 LiChrospher® WP300 RP-8 分 离 核 彰 本 和 361 
腺 音 酸 与 氨 酰 腺 音 酸 分 离 色谱 图 和 361 
单 斐 酸 腺 音 与 三 磷酸 腺 背 色 谱 分 离 图 本 362 
腺 荃 释 琶 笃 谱 共 音 图 生生 生生 生生 人 362 
核酸 碱 基 、 核 苷 、 核 音 酸 等 色谱 分 离 图 和 363 
6 种 核酸 碱 基 分 离谱 图 363 
冬虫夏草 的 毛细 管 电泳 图 和 364 
时 芒 尾 黄 素 、 次 野 仿 aia tn ee 364 
谷 氨 酸 脱 氢 酶 、 乳 酸 脱 氢 酶 和 烯 醇化 酶 等 蛋白 质 分 子 量 标记 色谱 图 364 
核糖 核酸 酶 A、 细 胞 色素 c、 st et eon de leo ht 365 
谷 氨 酸 脱氧 酶 、 乳 酸 脱 氨 酶 等 的 色谱 分 离 图 365 
a- 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 原 A 色谱 图 366 
胰岛 素 、o- 胰 凝 乳 蛋白 酶 色谱 分 离 图 366 
胰岛 素 和 胰 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 和 366 
胰 凝 乳 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 和 366 
深 闪 酶 世 诸 六 次 图 367 
乳酸 脱 氨 酶 色谱 分 离 图 站 367 
胰 凝 乳 蛋 c 酶 A 等 蛋白 质 色 谱 分 图 RE PV RT UCT VE YU UT TR 367 
原油 链 霍 蛋 白 酶 也 色谱 分 离 图 368 
间 肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 和 368 
超 氧化 物 歧 化 酶 色谱 分 离 图 站 368 
胰 蛋 白 酶 色谱 分 离 图 369 
0.5 允 过 氧化 氨 酶 色谱 分 离 图 369 
0.5 儿 脂肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 369 
脂肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 369 
氧化 溶菌 酶 色谱 分 高 图 370 
纤 溶 酶 原色 谱 分 离 图 370 
0.5% 核 糖 核 酸 酶 A 色谱 分 离 图 370 
木瓜 蛋白 酶 色谱 分 离 图 371 
大 豆 中 脂肪 氧化 酶 色谱 图 371 
大 豆 中 脂肪 氧化 酶 蛋白 色谱 分 离 图 站 372 
原油 过 氧化 氨 酶 色谱 分 离 图 和 372 
原油 己 糖 激酶 色谱 分 离 图 〈PHE7.0) 372 
精 姜 质 流 素 色谱 共 次 图 下 生 生生 生生 全 全 373 
肾上腺 素 和 去 甲 肾 上 腺 素 色谱 分 离 图 373 
L- 多 巴 、 肾 上 腺 素 、 多 巴 胺 色谱 分 离 图 和 374 
去 甲 肾 上 腺 素 、 肾 上 腺 素 等 的 色谱 分 离 图 和 ee 374 
去 甲 肾上腺 素 、 章 鱼 胺 等 的 色谱 分 离 图 ee 374 












































































































































































































































































































































































































































2 分 析 化 学 手册 "6 液 相 色谱 分 析 
中 12-159 ”多 巴 胶 和 肾上腺 素 、 去 甲 肾 上 腺 素 色 谱 分 离 图 和 375 
妈 12-160 多巴胺、 肾上腺 素 等 的 色谱 分 离 图 ee 375 
四 12-161 肾上腺 素 、 多 巴 胺 、 左 旋 多 巴 色 谱 分 离 图 376 
到 12-162 ”肾上腺 素 、 去 甲 肾 上 腺 素 、 多 巴 胺 和 猪 毛 菜 碱 色 谱 分 离 图 和 376 
到 12-163”NN382- 胰 岛 素 的 电泳 分 离 图 376 
区 12-164 ”胰岛 素 的 色谱 分 离 图 :ee 377 
中 12-165 3 种 胰岛 素 标准 品 混合 溶液 的 HPLC 色谱 图 及 UPLC 色谱 图 Ne 377 
和 12-166 ”重组 赖 彤 胰岛 素 和 酶 切 样品 UPLC 色谱 图 和 378 
和 12-167” 赖 膊 胰岛 素 注射 液 HPLC 色谱 图 及 UPLC 色谱 图 和 378 
中 12-168 ” 精 蛋 白 锌 重组 赖 峭 胰岛 素 混合 注射 液 HPLC 色谱 图 及 UPLC 色谱 图 和 Ne 379 
13-1 昆虫 晓 皮 物质 色谱 分 离 图 和 380 
妈 13-2 ”光学 异 构 体 的 色谱 分 离 图 站 380 
到 13-3 ” 杂 环 氮 对 肌 异 构 体 色谱 分 离 图 380 
由 13-4。 阿 普 洛 尔 光 学 异 构 体 色谱 分 离 图 381 
辐 13-5 ”脂肪酸 色 谱 分 离 图 和 381 
和 13-6 ”饱和 脂肪 酸 色谱 分 离 图 :ee 382 
恒 13-7 “不 饱和 脂肪 酸 色 谱 分 离 图 和 382 
时 13-8 ”二 羚 酸 色谱 分 离 图 382 
和 13-9 ”羟基 二 十 矶 四 烯 酸 (HETE) 色谱 分 离 图 站 383 
加 13-10 ”淀粉 水 解 物色 谱 分 离 图 和 383 
中 13-11 硫酸 角质 素 色 谱 分 离 图 和 383 
罚 13-12 ” 肝 糖 原 分 析 色 谱 图 和 384 
13-13 ” 菊 粉 色谱 分 离 图 和 384 
多 13-14” 赤 老 素 同 族 物 色谱 分 离 图 和 384 
和 13-15 ” 赤 考 素 异 构 体 色谱 分 离 图 和 385 
芭 13-16 “透明 质 酸 色 谱 图 和 385 
图 13-17 ” 柴 胡 和 皇 萌 色谱 分 离 图 和 385 
加 13-18 ”人 参 皂 音色 谱 分 离 图 386 
到 13-19 ”金鸡 纳 生 物 碱 色谱 分 离 图 和 386 
区 13-20 ”黄连 提取 液 色谱 分 离 图 ee 386 
全 13-21 ”中药 汉 防 已 素 的 色谱 分 离 图 387 
妈 13-22” 榭 皮 素 色谱 图 387 
妈 13-23 ”3 种 麻黄 碱 的 色谱 分 离 图 和 387 
和 13-24“ 几 种 麻黄 碱 类 药物 的 色谱 分 离 图 和 388 
中 13-25” 青 藤 碱 色谱 图 ……… 本 388 
和 13-26“ 双 了 蔷 兽 痛 软 谊 样品 色谱 分 离 图 389 
和 13-27” 润 肺 合 剂 中 黄 苓 背 样 品 色 谱 分 离 图 和 389 
和 13-28 ” 腺 背 和 虫草 素 色 谱 分 离 图 389 
和 13-29 ”虫草 制品 中 腺 苷 和 虫草 素 的 色谱 分 离 图 和 390 
和 13-30 “亚麻 酸 、 亚 油 酸 色谱 分 离 图 和 390 
多 13-31 ”两 种 顺 式 视 黄 酸 的 色谱 分 离 图 和 391 

















呐 呐 了 呐 员 而 硕大 机 太太 而 而 员 大 项 贡 砚 而 太 砚 而 大 太 贡 项 项 机 机 太太 大 砚 大 机 


项 








Da 









































































































































































































































































































































































































































13-32 ” 黎 醇 色谱 分 离 图 和 
13-33 ”小麦 根系 分 泌 物 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 和 
13-34 黄连 中 生物 碱 的 色谱 分 离 图 OD YE 
13-35 ”和 白喉 乌 头 中 的 氢 溴 酸 高 乌 甲 素 的 色谱 分 离 图 和 
13-36 ”雷公 茧 药材 中 6 种 有 效 成 分 的 色谱 分 离 图 和 
13-37 ”中 药 千 层 塔 中 石 杉 碱 甲 的 色谱 分 离 图 
13-38” 苦 豆子 中 的 8 种 生物 碱 的 色谱 分 离 图 和 
13-39 ” 草 乌 中 3 种 生物 碱 的 色谱 分 离 图 和 
13-40 “大豆 里 脂肪 氧化 酶 色谱 分 离 图 和 ee 
13-41 木瓜 蛋白 酶 色谱 分 离 图 〈pPH=7.0) 
14-1 维生素 色谱 分 离 图 ee 
14-2 ”维生素 类 色谱 分 离 图 和 ee 
14-3” 烟 酸 、 硫 胺 素 、 叶 酸 等 色谱 分 离 图 ee 
14-4 ”维生素 B 类 色谱 分 离 图 和 ee 
14-$ 维生素 B 类 色谱 分 离 图 和 
14-6 ”维生素 色谱 分 离 图 和 
14-7 ”维生素 B; 色谱 图 和 
14-8 维生素 D 色谱 分 离 图 ee 
14-9 维生素 、NMN- 二 乙 基 葵 胺 、 除 草 剂 成 分 等 的 色谱 分 离 图 
14-10 ”维生素 A 色谱 分 离 图 和 
14-11 ”维生素 DD 色谱 分 离 图 ee 
14-12 ” 酯 溶性 维生素 色谱 分 离 图 和 
14-13 ”有 脂 溶性 维生素 色谱 分 离 图 
14-14 ”有 脂 溶性 维生素 色谱 分 离 图 ee 
14-15 _o- 生 育 酚 、o- 生 育 三 烯 酚 、p- 生 育 酚 等 的 色谱 分 离 图 :ee 
14-16 ”葡萄糖 酸 氯 已 定 色 谱 分 离 图 站 
14-17 ”磺胺 类 化 合 物色 谱 分 离 图 
14-18 烟 酸 、 异 烟 酸 色谱 分 离 图 站 
14-19 4- 乙 酰基 联 茶 、 康 力 龙 色谱 分 离 图 
14-20 乙酸 、4- 氯 茉 基 - 双 肛 等 的 色谱 分 离 图 和 
14-21 不 同 pH 值 对 马 来 酸 、 共 甲酸 等 分 离 的 影响 谱 图 
14-22 ” 林 可 替 素 与 克 林 霉 素 色 谱 分 离 图 
14-23 ” 普 蔡 洛 尔 、 阿 米 奉 林 色 谱 分 离 图 和 
14-24 ”乙酰 氨基 酚 、 咖 啡 因 、 阿 司 匹 林 等 的 色谱 分 离 图 和 
14-25 ” 普 鲁 卡 因 胶 、N 乙 酰 普 鲁 卡 等 药物 的 色谱 分 离 图 站 
14-26 “ 马 来 酸 、 普 鲁 卡 因 胶 、 利 多 卡 因 和 扑 尔 敏 色 谱 分 离 图 
14-27 ”了 吡 哆 酵 、 硫 胶 素 、 烟 酰胺 等 的 色谱 分 离 图 
14-28 ” 抗 首 疾 药物 色谱 分 离 图 和 
14-29 ” 环 已 巴 比 受 对 上 映 体 色谱 分 离 图 和 
14-30 “ 马 来 酸 、 扑 尔 敏 色谱 分 离 图 
14-31 可 待 因 、 利 多 卡 因 、 可 卡 因 色 谱 分 离 图 和 ee 
























































































































































































































































































































































































































































































































































4 分 析 化 学 手册 "6 液 相 色谱 分 析 
图 14-32 ” 普 鲁 卡 因 胺 、 对 乙酰 氮 基 酚 等 的 色谱 分 离 图 和 Ne 408 
和 14-33 ”利多 卡 因 和 对 羟基 茶 甲 酸 酯 色谱 分 离 图 409 
和 14-34” 普 鲁 卡 因 胺 、 咖 上 啡 因 等 的 色谱 分 离 图 ee 409 
到 14-35 ”利多 卡 因 和 阿 米 奉 林 色 谱 分 离 图 和 410 
到 14-36 伪麻黄碱、 利多 卡 因 、 拉 明和 扑 尔 敏 色谱 分 离 图 pp 410 
到 14-37” 搞 抑 郁 药 色 谱 分 离 图 410 
虽 14-38” 奥 沙 西 洋 、 去 洋 、 替 马 西 洋 等 的 色谱 分 离 图 411 
妈 14-39 ”对 乙酰 氮 基 酚 代谢 物色 谱 分 离 图 和 411 
加 14-40 ”止痛 药 色 谱 分 离 图 和 412 
加 14-41 隘 康 只 色谱 分 离 图 和 412 
到 14-42 ” 脱 氢 皮质 〈 人 省 ) 醇 、 地 塞 米 松 等 的 色谱 分 离 图 412 
中 14-43” 抗 惊 a TR 413 
多 14-44 ” 奥 沙 西洋 、 替 马 西 洋 等 的 色谱 分 离 图 413 
和 14-45 普 鲁 卡 因 酰胺 色谱 分 离 图 和 413 
i OTE pis 413 
和 14-47” 莱 二 氟 平 类 药物 色谱 分 离 图 和 414 
加 14-48” 布 洛 芬 色谱 分 离 图 和 414 
| 14-49 气 蜂 色谱 分 离 图 414 
加 14-50 ”抗菌 药 色 谱 分 离 图 和 415 
和 14-51 抗 高 血压 利尿 剂 色谱 分 离 图 和 415 
中 14-52 不同 pH 值 条 件 下 抗 焦 虐 药 物 的 色谱 分 离 图 416 
色 14-53 p- 受 体 阻 滞 剂 色谱 分 离 图 和 416 
妈 14-54 8P- 受 体 阻 滞 剂 色谱 分 离 图 和 417 
到 14-55 太 受 体 阻 滞 剂 色谱 分 离 图 417 
和 14-56” 含 氮 物质 的 代谢 物色 谱 分 离 图 nn 418 
和 14-57 ”对 照 血 清 中 各 种 药物 的 LC-MS 分 析 色 谱 图 和 418 
和 14-58 ”感冒 药 的 组 分 分 析 色 谱 分 离 图 nn 418 
& 14-59 明黄 吓 聆 类 色谱 分 离 图 ee 419 
到 14-60 清 中 酰 氮 酚 的 色谱 分 离 图 和 ee 419 
区 14-61 尿 液 中 利 培 酮 的 色谱 分 离 图 和 419 
到 14-62 ”局 部 麻醉 剂 色 谱 分 离 图 和 420 
和 14-63 ”消炎 镇 痛 拒 剂 的 色谱 分 离 图 和 420 
和 14-64 5- 氟 尿 啼 啶 、 普 蔡 洛 尔 、 盐 酸 莱 海 拉 明 等 的 色谱 分 离 图 421 
加 14-65 巴 比 受 类 药物 色谱 分 离 图 和 421 
加 14-66 巴 比 受 类 药物 色谱 分 离 图 和 422 
妈 14-67 “ 马 来 酸 依 纳 普 利 的 色谱 分 离 图 和 422 
和 14-68 ”糖尿 病 药物 的 色谱 分 离 图 422 
加 14-69 ” 利 巴 韦 林 色谱 峰 和 422 
多 14-70 “青霉素 类 抗生素 的 色谱 分 离 图 和 PN 423 
罚 14-71 大 环 内 酯 类 抗生素 的 色谱 分 离 图 和 423 
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表 阿 霉 素 肝 肿 瘤 药 
磺胺 类 药物 色谱 分 离 
洋 托 拉 唑 铀 色谱 分 离 
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2,4,$- 三 羧基 葵 、 左旋 多 巴 、 其 多 巴 等 的 色谱 分 离 图 OE ED NT 
































阿 替 洛 尔 、 叫 唆 洛 尔 
索 他 洛 尔 、 阿 蔡 洛 尔 


、 美 托 洛 尔 等 的 
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4 酮 、 美 雄 酮 等 的 色谱 分 
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乙酰 水 杨 酸 、 水 杨 酸 
泼 尼 松 龙 、 可 的 松 、 
葵 基 乙 丙 胶 等 化 合 物 
去 丁 两 诺 啡 和 丁 丙 诺 
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SS 对 羟基 葵 锣 酸 乙 酯 的 色谱 分 离 图 ET TT VO TT TO 站 和 
电 塞 米松 的 色谱 分 离 图 TT VN UT EY 
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尿 圳 素 色谱 分 离 图 PR UE TT TT UT UCR TE I TE EY YT 





阿 扎 胞 萌 的 色谱 分 离 





























氰 基 须 、 三 聚 氟 安 、 二 双 肛 色谱 分 离 图 本 























基 酸 和 乙 密 啶 色谱 分 离 图 nV 
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头孢 羟 氨 某 色谱 图 oo 
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合 氧 酸 色 谱 分 离 图 … 














用 Purospher® STAR RP-18E 分 离 卡 比 多 巴 的 色谱 分 离 图 PO A 











吉 哌 隆 色谱 分 离 图 
不 血 酸 色谱 图 …… 


























不 血 酸 色谱 图 …… 














比较 不 同 条 件 下 普 鲁 卡 因 胺 色谱 分 离 图 和 
































二 羟 全 人 本 、 人 / 心 文 、 


茶 多 塞 平等 的 色谱 分 离 图 上 上 











多 巴 安 的 微 孔 含量 色谱 分 离 图 PUT UT YE OT 
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烟 酰 胺 色谱 分 离 图 ， 
Eu 
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硝 基 L 茶 酚 色谱 分 离 图 a 肌 和 仙 肖扬 玫 生地 仙人 册 本 让 全 全 全 全 








四 环 素 、 米 诺 环 素 与 地 美 环 素 色谱 分 离 图 和 ee 
拉 贝 洛 尔 对 有 贞 体 色谱 分 离 图 和 
茶 二 毛 非 对 映 异 构 体 色谱 分 离 图 
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图 14-114 
图 14-115 
图 14-116 
图 14-117 
图 14-118 
图 14-119 
图 14-120 
图 14-121 
图 14-122 
图 14-123 
图 14-124 
图 14-125 
图 14-126 
图 14-127 
图 14-128 
图 14-129 
图 14-130 
图 14-131 
图 14-132 
图 14-133 
图 14-134 
图 14-135 
图 14-136 
图 14-137 
图 14-138 
图 14-139 
图 14-140 
图 14-141 
图 14-142 
图 14-143 
图 14-144 
图 14-145 
图 14-146 
图 14-147 
图 14-148 
图 14-149 
图 15-1 

图 15-2 

图 15-3 

图 15-4 

图 15-5 
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尿 液 中 有 机 浴 剂 代谢 物色 谱 分 离 图 440 
太 - 胡 葛 下 素 色 谱 分 离 图 和 440 
氟 丙 菊 酯 、 三 环 哗 色谱 分 离 图 441 

清 提取 物 的 色谱 分 离 图 和 441 
工 - 抗 区 光 酸 和 异 抗 坏 酸 色 谱 分 离 图 RO ARI OA de a a 442 
抗坏血酸 和 异 抗坏血酸 色谱 分 离 图 ee 442 
如 啡 因 、 胆 碱 、 牛 磺 酸 的 色谱 分 离 图 和 443 
肉 中 四 环 素 残留 的 痕 量 分 析 443 
聚 山 梨 酯 色谱 分 离 图 ee 444 
硫酸 乙酰 肝素 色谱 图 444 
肝素 色谱 图 站 444 
肾上腺 素 等 色谱 分 离 图 和 444 
多 巴 胺 等 色谱 分 离 图 本 ee 445 
儿 茶 酚 胺 代谢 物色 谱 分 离 图 和 445 
烟 酰 胶 、 陛 略 醛 等 的 色谱 分 析 图 446 
蔡 普 生 等 药物 的 色谱 分 离 图 和 446 
茉 二 酚 类 色谱 分 离 图 446 
2 种 混合 磺胺 药 标准 液 (2hg/ml) 梯度 洗 脱色 谱 图 和 447 
磺胺 药 混合 标准 液 (2ng/ml) 梯度 洗 脱 色谱 图 和 447 
阿 魏 酸 色谱 图 448 
肉桂 酸 色谱 图 448 
芥 麦 色谱 分 离 图 nn 448 
如 啡 酸 标 准 溶液 色谱 图 站 449 
蜂胶 片 溶液 色谱 分 离 图 和 449 
蜂胶 片 溶液 色谱 分 离 图 和 449 
省 芬 酸 钠 滴 眼 液 中 葵 扎 溴 铵 的 色谱 图 和 450 
作 菊 酯 、 三 氟 氯 氨 菊 酯 、 高 效 氯 氨 菊 酯 等 混合 液 的 色谱 分 离 图 450 
氧 霉 素 羊 毛 脂 软膏 色谱 峰 和 450 
匀 花 前 胡 甲 素 和 白花 前 胡 乙 素 色 谱 分 离 图 和 451 
类 国 醇 激 素 色 谱 分 离 图 ee 451 
肉 碱 色谱 分 离 图 ee 452 
4- 氨 基 茶 酸 色 谱 分 离 图 《pH=7.0) 452 
强 的 松 、 氧 化 泼 尼 、 地 塞 米 松 等 的 色谱 分 离 图 452 
呐 喃 西林 和 叶 喃 唑 酮 两 种 消炎 药 的 色谱 分 离 图 453 
异 烟 栈 胺 、 烟 酰胺 、 烟 酸 、 异 烟 酸 色谱 分 离 图 453 
安 普 霉 素 与 新 址 素 的 色谱 分 离 图 和 454 

饮用 水 中 三 哄 类 除草 剂 色谱 分 离 图 455 

饮用 水 中 阿 特 拉 津 及 其 代谢 物色 谱 分 离 图 456 

饮用 水 中 酸性 除草 剂 分 离 色 谱 分 离 图 ee 456 

饮用 水 中 杀 虫 剂 乙 酰 甲 胺 磷 色 谱 分 离 图 和 457 

饮用 水 中 酰胺 类 除草 剂 及 其 代谢 物 的 色谱 分 离 图 457 
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色谱 分 离 图 nn 458 
测定 的 色谱 分 离 图 ee 459 
色谱 分 离 图 459 
和 色谱 分 离 图 和 459 
E 酸 的 LC/UV 色谱 分 离 图 和 460 
色谱 分 离 图 460 
离 图 461 
和 461 
普 图 462 
站 离 图 462 
站 离 图 463 
分 离 图 463 
色谱 分 离 图 和 463 
菌 灵 的 色谱 分 离 图 464 
隆 菌 灵 的 色谱 分 离 图 和 464 
隆 菌 灵 的 色谱 分 离 图 和 464 
色谱 分 离 图 ee 465 
图 465 
样品 LC/PDA 中 药物 残留 的 色谱 分 离 图 ee 465 
# 环 境 样 品 药剂 残留 色谱 分 离 图 和 466 
RE 466 
普 分 离 图 467 
色谱 分 离 图 本 467 
色谱 分 离 图 和 467 
分 离 图 和 468 
几 生 素 色 谱 分 离 图 468 
图 468 
站 离 图 469 
和 分析 图 469 
普 分 离 图 469 
F 扰 物 ) 的 色谱 分 离 图 和 470 
h 双 酚 A 和 上 峻 激素 等 的 色 质 联 用 分 离 图 470 
色谱 分 离 图 nn 471 
色谱 分 离 图 nn 471 
合 物色 谱 分 离 图 472 
谱 分 离 图 472 
色谱 分 离 图 nn 473 
合 物色 谱 分 离 图 473 
酯 等 化 合 物 的 色谱 分 离 图 473 
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15-88 芳烃 类 色谱 分 离 图 和 
15-89 茶 与 硝 基 芳烃 色谱 分 离 图 
15-90 ”芳烃 类 色谱 分 离 图 
15-91 莱 基 化 合 物色 谱 分 离 图 和 
15-92 ”吡啶 、 莱 胺 等 色谱 分 离 图 
15-93” 茶 胺 及 其 衡 生物 色谱 分 离 峰 
15-94 ”m-,0- 和 p- 硝 基 茶 胺 色谱 分 离 峰 和 
15-95 ” 茶 及 茶 酚 生生 物色 谱 分 离 图 
15-96 10 种 染料 成 分 标准 唱 的 色谱 分 析 图 ee 
15-97 7 种 色谱 茶 系 物 及 Co 一 Cn 正 构 烷 烃 标 准 样 唱 色谱 分 离 图 
16-1 20 种 食品 添加 剂 色谱 分 离 图 
16-2 14 种 添加 剂 的 多 反应 监测 色谱 图 
16-3 9 种 食品 添加 剂 色谱 图 站 
16-4 桨 菜 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 和 
16-5 饮料 中 添加 剂 的 色谱 分 离 图 和 
16-6 ”饮料 中 防腐 剂 对 闫 基 莱 甲酸 酯 色谱 分 离 图 
16-7 某 甲 酸 、 犁 酸 、 糖 精 钠 的 色谱 分 离 图 和 
16-8 ”防腐 剂 色谱 分 离 图 ………… 有 
16-9 雪 碍 中 某 甲 酸 的 色谱 分 离 图 和 
16-10 ”健力宝 中 莱 甲 酸 、 山 梨 酸 的 色谱 分 离 图 ee 
16-11 果冻 中 茉 甲 酸 的 色谱 分 离 图 ee 
16-12 ”香肠 中 防腐 剂 与 色素 的 色谱 分 离 国 和 ee 
16-13 ”饮料 中 防腐 剂 与 色素 的 色谱 分 离 图 和 ee 
16-14 果冻 中 防腐 剂 与 糖精 酸 的 色谱 分 离 图 ee 
16-15 ”山梨 酸 和 莱 甲 酸 色 谱 分 离 图 和 ee 
16-16 “对 凑 基 茉 甲酸 酯 色谱 分 离 图 
16-17 食品 防腐 剂 色谱 分 离 图 
16-18 食品 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 ee 
16-19 食品 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 
16-20 ”防腐 剂 色谱 分 离 图 人 
16-21 饮料 中 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 
16-22 ”饮料 中 人 工 色素 和 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 和 
16-23 ” 油 炸 地 瓜 王 中 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 的 色谱 分 离 图 
16-24 ” 杀 真 菌 章 /防腐 剂 色谱 分 离 图 和 
16-25 ”和 白 葡 萄 酒 和 沙拉 桨 中 防腐 章 的 色谱 分 离 图 和 
16-26 ”糖果 中 防腐 剂 与 甜 味 剂 的 色谱 分 离 图 站 
16-27 ”山梨 酸 和 葵 甲 酸 色谱 分 离 图 
16-28 9 种 合成 色素 的 色谱 分 离 图 DV 
16-29 7 种 合成 色素 的 色谱 分 离 图 ee 
16-30 人 工 色 素 的 色谱 分 离 图 ee 
16-31 饮料 中 人 工 色素 的 色谱 分 离 图 和 ee 
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果冻 中 色素 的 色谱 分 离 图 和 509 
蜜 钱 中 色素 的 色谱 分 离 图 509 
饮料 中 亮 蓝 和 靛 蓝 的 色谱 分 离 图 509 
食品 中 防腐 剂 与 色素 的 色谱 分 离 图 a A a 510 
食品 中 合成 色素 和 防腐 剂 的 色谱 分 离 图 510 
食品 黄 的 色谱 分 离 图 510 
人 工 色素 的 色谱 分 离 图 站 511 
柠檬 水 中 合成 色素 的 色谱 分 离 图 和 511 
木 糖 醇 与 山 犁 糖 醇 的 色谱 分 离 图 和 ee 512 
甘露 醇 与 山梨 糖 醇 的 色谱 分 离 图 和 ee 512 
4 种 甜 味 剂 的 色谱 分 离 图 ee 512 
安 赛 蜜 -区 、 芒 糖 等 的 色谱 分 离 图 和 513 
软饮料 中 茉 甲酸 和 糖精 钠 的 色谱 分 离 图 和 513 
软饮料 中 安 赛 蜜 、 苯 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 514 
软饮料 中 食品 添加 剂 的 色谱 分 离 图 Ne 514 
软饮料 中 安 赛 密 、 茶 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 人 515 
低糖 汽水 中 柠 榜 酸 、 咖 啡 因 等 的 色谱 分 离 图 515 
牛奶 中 三 种 糖 醇 类 甜 味 剂 的 色谱 分 离 图 和 515 
汽水 中 阿 斯 巴 甜 、 茶 甲酸 、 咖 啡 因 的 色谱 分 离 图 … 于 nn 516 
能 量 饮料 中 安 赛 蜜 、 糖 精 等 的 色谱 分 离 图 和 516 
阿 斯 巴 甜 的 衍生 化 的 色谱 图 和 516 
软饮料 中 工 -抗坏血酸 、 糖 精 等 的 色谱 分 离 图 和 517 
软饮料 中 抗坏血酸 、 奎 宁 等 的 色谱 分 离 图 517 
饮料 中 增 香 剂 的 色谱 分 离 图 518 
鸡蛋 中 抗生素 的 色谱 分 离 图 和 518 
抗 氧化 剂 的 色谱 分 离 图 519 
抗 氧化 剂 的 色谱 分 离 图 519 
口香糖 中 抗 氧化 剂 的 色谱 分 离 图 和 ee 520 
饮料 中 维生素 、 烟 酰胺 等 的 色谱 分 离 图 人 520 
香草 提取 物 的 测定 521 
和 白兰 地 中 五 倍 子 酸 、 香 草 醛 等 的 色谱 分 离 图 和 521 
葡萄 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 站 522 
杰 汁 中 柚 皮 素 和 检 皮 素 的 色谱 分 离 图 …… 于 ee 522 
禁酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 522 
白 葡 菊 酒 中 酸 和 酸根 的 色谱 分 离 图 …… 人 ee 523 
金枪鱼 肉 和 牛 脂 的 GPC 纯化 色谱 分 离 图 和 523 
品 中 三 聚 氰 胺 的 色谱 图 和 ee 523 
柱 后 衍生 法 分 析 食 品 中 多 胺 的 色谱 分 离 图 和 524 
高 分 子 聚 合 物 中 添加 剂 的 色谱 分 离 图 ee 524 
聚 茶 乙 烯 中 各 种 高 分 子 添加 物 的 LC-MS 色谱 分 离 图 ee 525 
分 离 食品 污染 物 中 的 氰 尿酸 和 三 聚 氰 胺 色谱 分 离 图 nn 525 
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饮料 中 糖 、 甘 油 和 乙醇 的 色谱 分 离 图 526 
白 葡 萄 酒 中 酸味 剂 的 分 析 色 谱 图 526 
伏特 加 中 柠檬 酸 的 色谱 分 离 图 CA 526 
威士忌 中 酚 类 化 合 为 的 色谱 分 离 图 A A A 527 
乙酸 、 琥 珀 酸 等 的 色谱 分 离 图 和 527 
软饮料 中 糖 和 酸 的 色谱 分 离 图 528 
各 种 酸 的 色谱 分 离 图 528 

本 酒 中 酸 的 色谱 分 离 图 站 528 
省 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 A 529 
酱油 中 酸 色 谱 分 离 图 529 
= 葡萄 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 A 529 
有 机 酸 色谱 分 离 图 ee 530 
哩 酒 中 酸 的 色谱 分 离 图 站 530 
捍 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 Re tes Wie dd VA er hen a 531 
牛 酒 中 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 PA RA RE 531 
降 密 中 有 机 酸 的 毛细 管 色谱 分 离 图 :ee 532 
牛奶 中 无 机 酸根 的 色谱 分 离 图 532 
有 机 酸 的 色谱 分 离 图 和 532 
有 机 酸 的 色谱 分 离 图 本 533 
有 机 酸 的 色谱 分 离 图 和 ee 533 
谷 氮 酸 与 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 和 ee 533 
谷 氨 酸 与 有 机 酸 的 色谱 分 离 图 和 534 
淀粉 类 食品 中 姜黄 色素 类 化 合 物 的 色谱 分 离 图 和 Ne 534 
淀粉 类 食品 中 叶 黄 素 和 类 胡 草 卜 素 的 色谱 分 离 图 i 534 
香 芹 酮 和 乙酸 苏 合 香 酯 的 拆 分 色谱 图 和 535 
尼 泊 金 酯 色谱 分 离 图 535 
麦芽 糖 、 葡萄 糖 等 的 色谱 分 离 图 YN 535 
糖 醇 的 色谱 分 离 图 和 536 
氧 杂 环 糖 果 类 产品 色谱 分 离 图 ee 536 
甜菊 糖 和 莱 饱 迪 苷 A 的 色谱 分 离 图 和 ee 536 
低 聚 糖 的 色谱 分 离 图 nn 537 
三 氧 共 糖 的 色谱 分 离 图 537 
葡萄 糖 、 半 乳糖 和 乳糖 的 色谱 分 离 图 :Ne 537 
糖色 谱 分 离 图 538 
D- 甘 露 糖色 谱 分 离 图 和 ee 538 
已 酮 糖色 谱 分 离 图 539 
松 三 糖色 谱 分 离 图 和 539 
棉 子 糖 合 成 相关 糖 的 色谱 分 离 图 539 
入 -乙酰 -D- 氨 基 葡 萄 糖 和 N- 二 乙酰 基 壳 二 糖 的 色谱 分 离 图 和 540 
单 糖 的 色谱 分 离 图 站 540 
单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 541 
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图 16-114 ” 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 站 541 
图 16-115 ” 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 542 
图 16-116 ” 单 糖 、 二 糖 、 三 糖 的 色谱 分 离 图 :ee 542 
图 16-117” 单 糖 、 二 糖 、 三 糖 的 色谱 分 离 图 本 543 
图 16-118 ”NH2P-40 3E 和 常规 品 (NH2P-50 4E) 的 比较 色谱 图 543 
图 16-119 ”麦芽 糖 和 异 麦 芋 糖 的 色谱 分 离 图 和 544 
图 16-120 ” 寡 糖 的 色谱 分 离 图 544 
图 16-121 糖 和 牛 磷酸 、 肌 醇 色谱 分 离 图 nn 545 
图 16-122 ”牛奶 咖啡 中 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 人 545 
图 16-123 “牛奶 中 糖 的 色谱 分 离 国生 545 
图 16-124 酸奶 中 糖 的 色谱 分 离 图 和 545 
图 16-125 ”果汁 中 糖 的 色谱 分 离 图 546 
图 16-126 “果汁 中 糖 的 色谱 分 离 图 546 
图 16-127 ” 革 果 汁 中 糖 的 色谱 分 离 图 和 547 
图 16-128 ”软饮料 中 糖 和 酸 的 色谱 分 离 图 547 
图 16-129 ”果冻 中 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 ee 547 
图 16-130 ”上 烤 红 昔 中 单 糖 、 二 糖 的 色谱 分 离 图 3 548 
图 16-131 ”巧克力 蛋糕 中 糖 的 色谱 分 离 图 548 
图 16-132 ”巧克力 蛋糕 中 糖 的 色谱 分 离 图 ee 548 
图 16-133 ” 澳 斯 特 辣 酱油 中 糖 的 色谱 分 离 图 ee 549 
图 16-134 普 鲁 兰 多 糖 、 棉 子 糖 、 礁 糖 等 的 色谱 分 离 图 人 549 
图 16-135 ” 糖 、 有 机 酸 和 醇 的 色谱 分 离 图 nn 549 
图 16-136 ” 糖 和 糠 醛 类 色谱 分 离 图 550 
图 16-137 钠 盐 环境 下 的 糖色 谱 分 离 图 nn 550 
图 16-138 ”离子 溶液 中 的 糖色 谱 分 离 图 551 
图 16-139 来源 于 木材 的 糖 的 色谱 分 离 图 551 
图 16-140 “水解 葡 聚 糖 的 色谱 分 离 图 551 
图 16-141 ， 低 聚 麦芽 糖 、 有 机 酸 和 乙醇 等 色谱 分 离 图 和 552 
图 16-142 ”果糖 、 氯 和 钠 的 色谱 分 离 图 和 552 
图 16-143 j 半 微 色谱 柱 进行 糖 的 高 灵敏 度 分 析 色 谱 分 离 图 和 553 
图 16-144” 糖 和 糖 醇 的 色谱 分 离 图 和 553 
图 16-145 ” 糖 和 糖 柄 的 色谱 分 离 图 和 ee 553 
图 16-146 ”糖浆 的 色谱 分 离 图 和 ee 554 
图 16-147” 低 聚 木 糖 的 色谱 分 离 图 nn 554 
图 16-148” 木 聚 糖 的 色谱 分 离 图 ee 554 
图 16-149 ” 木 浆 水 解 产物 色谱 分 离 图 555 
图 16-150 “对 甲 氧 基 苯胺 、 半 乳糖 和 甘露 糖 的 色谱 分 离 图 ee 555 
图 16-151 糖 类 色谱 分 离 图 nn 555 
图 16-152 ”3 种 糖 的 色谱 分 离 图 nn 556 
图 16-153 ”纤维 低 聚 糖 和 糠 醛 类 的 色谱 分 离 图 ee 556 
图 16-154 ” 康 糖 的 色谱 分 离 图 556 
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DR 559 
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环 灿 精 闪 外 征 介 穴 国 nn 561 
多 糖 亲 水 作用 色谱 分 离 图 站 ee 561 

荣 系 衍生 牺 色 谱 苍 疮 男生 生生 生生 全 全 全 全 563 

7 种 烷 基 羧 酸 色谱 分 离 图 563 

甘 润 、 世 三 醇 、 乙 酸 混 合 物 的 色谱 分 离 图 ee 564 

大 机 酸 人 色谱 分 曾 国 on mii 564 

NR a 564 

首 机 这 色 入 介 痪 图 Di 565 

震 机 酸 各 雍 苍 高 画 是 565 

取代 茶 甲 酸 类 色谱 分 高 图 566 
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nD 567 
对 氨基 茶 甲 酸 、 对 氨基 马 尿 酸 色 谱 分 离 图 ee 567 
邻 羟 基 马 尿酸 与 水 杨 酸 色谱 分 离 图 pe 568 

基 菜 甲酸 异 构 体 (0,m-,p-) 色谱 分 离 图 和 568 

氧 基 茶 甲酸 异 构 体 分 离谱 图 569 
马 来 酸 、 邻 葵 二 酸 、 2 处 基 茶 酸 等 的 色谱 分 离 图 人 569 
邻 茶 二 甲酸 、 茶 甲酸 等 的 色谱 分 离 图 nn 569 
脂肪 睦 利 栈 名 说 芬 毅 图 下 570 
起 尿酸 色谱 芬 将 商 生 生生 570 
EDTA、 谷 胱 甘 肽 、 柠 檬 酸 盐 色谱 分 离 图 本 570 
聚 丙烯 酰胺 色 普 分 离 及 质量 分 布 图 AR 571 
聚 丙 烯 酸 酯 类 色谱 分 离 图 TERT OT TT TTT TT pT 571 
中 亿 廉 汪 芒 色谱 分 窗 国 Sei 571 
a 572 
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闪 胺 类 北 合 田 区 说 分 六 因 于 ei 573 
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不 同 分 子 量 聚 茶 乙 烯 (PS) 与 茶 、 葵 乙 酮 的 色谱 分 离 图 村 574 
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过 和 氮 化 物 混 合 标准 溶液 的 色谱 分 离 图 TT PPR TETRA 

保湿 剂 的 色谱 分 离 图 

清 色谱 图 站 
Ve De A OPO 582 
日 红 素 色谱 分 离 图 PN a a aR 582 
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雨水 中 酸根 离子 色谱 分 离 图 589 
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江河 水 中 酸根 离子 色谱 

江河 水 中 酸根 离子 色谱 分 离 图 es 
江河 水 中 阴离子 色谱 分 离 图 站 ee 
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2- 脱 氧 麦 根 酸 与 烟 酰胺 及 其 镍 金属 配合 物 的 毛细 管 









































